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RESUMEN 

l.;1 vía H.m;-cA!vfP está involucrada en el control de la proliferación particulannCntc co1l 
base a Ja disponibilidad de nutrientes, el crecimiento y la resistencia al estrés. Esta VÍil es áctivada 
por el producto del gen CDC2S cuyo producto es un intercambiador de nucleótidos GDP - GTI> 
de Ras. La proteína Cdc25 es requerida para la producción de cMfi>. 

En el presente trabajo se analizó el ciclo celular de una nueva mutante del geó CDC2S 
actualmente denominada trk2S-21, Esta mutante presenta niveles de tennotolerancia muy elevados 
en todas los períodos de crecimiento, incluso en la fase postdiáuxica. Cuando, en general, en estos 
estadios de crecimiento la cepa silvestre es muy sensible a temperaturas letales. 

La mutante ai<2S-21 codifica una proteína Cdc25 truncada, a la cual le faltan 612 
aminoácidos en el extremo carboxilo terminal (del aminoácido 978 al 1589) región en donde reside 
el dominio catalítico. A diferencia de las mutantes obtenidas por Van Aelst ti al (1990), que no son 
capaces de crecer en glucosa cuando les falta la pane carboxilo terminal, la mutante ai<2S-21 sigue 
siendo viable en glucosa a pesar de que le falta esta región. Además esta mutante presenta niveles 
de termotolerancia muy elevados en todas los periodos de crecimiento, incluso en la fase 
postcliáuxica. Cuando, en general, en estos estadios de crecimiento son muy sensibles a 
temperaturas letales. 

También presenta un fenotipo de colonia pequeña que cosegrega con la alta 
tennotolerancia intrínseca que posee. Sin embargo, este fenotipo puede revertir. Estudios 
preliminares indican que un 2 % de la población reviene, y la mayor pane adquiere un tamaño de 
colonia similar al de la cepa silvestre. El análisis genético de las revenantes ha demostrado que 
posiblemente se trata de una supresión extragénica mas que una reversión del mismo locus. 

Los resultados de los estudios del ciclo celular, a nivel del ciclo citoplasmático y del ciclo 
cromosomal, de la cepa mutante ak2S -21 OF337), mostraron que existe una alteración en el ciclo 
celular de esta cepa ya que presenta una fase GO /Gl más larga. En estudios posteriores se 
demostró que todas las células ai<2S -21 tienen una fase Gl más larga que la nonnal pero no 
entran en GO durante la fase exponencial. 

El trastorno del ciclo celular de la cepa mutante al<2S -21 posiblemente se debe a que la 
alterJción del gen CDC2S repercute en el funcionamiento de la vía Ras -cAMP y a su vez sobre la 
traducción de las ciclinas de la fase Gl, que junto con Cdc28 permiten el paso a través del punto de 
inicio. 

Considerando que el fenotipo de colonia pequeña de la mutante al<2S • 21 puede revenir 
adquiriendo un tamaño de colonia similar a la cepa silvestre, se realizó un análisis de la frecuencia 
de reversión de este fenotipo. 

En un estudio anterior, realizado por Casas - Flores (1998) se determinó que la frecuencia 
de reversión de la cepa mutante SclBT2, de la cual proviene la mutante ai<2S-21, es de 7x10·> , w1 

poa:entaje considerablemente mayor al fenómeno de reversión espontánea que ha sido reponado 
(lxlO·• a 1x10""). El análisis realizado por Casas fue un estudio cuantitativo de este fenómeno en 
cultivos en fase logarítmica. En este trabajo se redisef1ó la metodología par• determinar la 
frecuencia de reversión de la mutante al<2S-2/ de ÍOffila cuantitativa. Para ello se analizó la tasa de 
reversión durante el crecimiento por colonia. Sin embargo, debido a la alta rasa de contaminación y 
la escases de muestras los resultados no penniten definir algún componamiento del proceso de 
reversión. 
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INTRODUCCIÓN 

U1 división celular es el medio fundamental a través del.cual todos los organismos se 

propagan. En especies unicelulares, como las bacterias y las levad~ras; eada división. de la célula 

produce un nuevo organismo, mientras que las especies'pluricelulare;•r.il~ieren muchas 

divisiones secuenciales para crear un nuevo individuo. La d'.~i~ió;,'~~l~b; tlÍmbién es ~ecesaria 
para reemplazar las células perdidas ~or el d~sgá~~e, ~Úd~t~ri~ro (,:,¡; ~~~rt~ ~elular 
programada en los organismos pluricelulares (Albei.fs e/at.;:. ~9~6)/ 

" ,~-.- ~ . : ' ! '~:. '.->,, l·'"·' .. 
; •; ~- . 

La célula dePende tanto de los es~~lo~ exi~.ii~fc;,~o: los internos para que la 

divisicSn celular produzca una Pfogenie · viable. D~io.dé los ~~tlmulos externos se encuentra 

la disponibilidad de nutrientes y Ja exisli;ncia. de 
0

algÓÍt "tipo d~ estrés como calor, sequía o fáo 

que puedan afectar esie ·proceso: ·. Mi~tr.is que· a fi_ivel. Íntémo, se requiere deteaninar si posee 

la suficiente ~sa ·celular. para . soportar una diVi~óri ~e)ular ·y coordinar todos los eventos 

realizado~ durante este proc~o, ~orno la duplicación y la división del material genético. 

Para la regulación interna requieni 'de Ím si.stema de control del ciclo celular que lo 

coordina en su totalid~d. Este sist~ es' un dispositivo bioquímico que actúa cíclicamente y 

está compuesto PC)rUn conjtmtii~~ protefrias interactivas, proteínas cinasas dependientes de 

ciclinas (Cdks) y ciclin~·~.: Í~··;:,:;ale~ irtd~~en y co;,rdinan los procesos subordinados básicos 

para llevar a cÍibo la :dJpÍi~~~iórt•; 1~ :diVisión del contenido celular, a través de la fosforilación . '.,.,.,, ~ . -· ~-

de proteínas clave' que páracipan en 6ida úno de los eventos a lo largo del ciclo celular (Alberts 

-~. •:.~~fil~:'"= ·~oúo roo o~ .O• do_.-. do-~ 
como la vía ~OR Ql6hd~;fa;2001°}y la ;ía Ras-cAMP (monofosfato de adenosina cíclico). 

La vía Rás-CJ\~p i~tiiJ~ol~bra4~ eri. el control de la proliferación particularmente basada en 

la disponibilid~d de rtutri,~';¡tt,,;,· el creciiniento y la resistencia al estrés (Thevelein el al., 1999). 
··- ;,~~ ~"-:;: ... _ 
: ' ..._~: 

Com~ párt~ ~.;:¡~:~~ Ras-cAMP se encuentra la proteína Cdc25 (ceJJ división f)'<le, cdc) 

que es un int~r~~bia'CÍó~de nucleótidos GDP - GTP de Ras (Broek el al., 1987; Lai el al., 



1993). La proteína Cdc25 es rcc1ucrida pam la producción de cAJ\fP y la rcguh1ción de los 

niveles de eslll molécuh1 bajo el efecto de las coni:enimciones de glucosa, principalmenté a 

través de la. región carboxilo terminal. (Van Aclst et al., 1990; Lai ú al., t 993). 

En esta investigación se analizará el ciclo celular de una nueva· mutante del gen CDC25 

la cual se caracteriza por tener un crecimiento l~to y una'.a1tá tem:.otoÍernncia en comparación 

con la cepa silvestre. El estudio del ci~lo celul~r se reali~~rá. a,· ~iv~I del ciclo de gemación o de 

la duplicación del material genético para detetTili;,;i{5¡ ~iiste una alteración en el ciclo celular 
,• - '· ·~ .... ,,__ . 

de la mutante que le confiera su fenotipo de creeimie;,to lento . 
. :·~--.< ~t - ... ' 

~·: .·.'._-<:":." ·. 
El ciclo celular ;;;;.;; ,, .. 

Generalidades • ·.· ... · ./.:;}¡'. !t;;; . r 
El ciclo celular se define c~mcí dp~rlód~iiiitre·d~s divisiones mitóticas. La fracción de 

tiempo que transcurre. a p~iti~]c.Ícl·;g~··;.i~'"tii{á 'mitosis hasta el inicio de la próxima se 

denomina interfase, la cual ~··~Mdé ;,';¡ rre'~ peiíodos: Gl, S, y G2 (Lewin, 1997). 
>e-._. •. ,, ~- '.-.:.· '• • •.· •• 

. __ , __ :_-~. \'-':..:."';;• -

Durante la fni~sis ~~: 1:·~tapa más corta del ciclo celular, tanto el núcleo como los 

cromosomas se divldeii\•. ;edistribuyen en las células hijas. El efecto neto de la mitosis es que 

cada cromo~ma fo~ ·u~ copia de sí mismo y luego, esta estructura doble se divide para dar 

lugar a la formación· de dos cromosomas hijos, cada uno de los cuales se dirige a un núcleo 

descendiente dl~cllltO: (Mathews et al., 2000; Griffiths et al.., 1998). 

Duran té la fase G 1, la célula lleva a cabo el proceso de replicación una vez que 

sobrepasa el punto de restricción (R), o punto de inicio (Alberts et al., 1996). Después de este 

punto ··,los aconteeimientos programados son irreversibles. Durante esta fase se sintetizan 

muchos de los. factores, proteínas y ARN necesarios pam la replicación (Griffiths et al., 1998). 

En la fase S se duplica el genoma. Para ello es necesaria la replicación previa de una estructura 

en la. envoltura nuclear, conocida en levaduras como cuerpo polar del huso y en células 

animales como centríolo, que actúa como parte de un importante centro 01ganizador de los 

microtúbulos que durante la interfase está estrechamente asociado con el núcleo (Alberts et al., 

1996). Al final de la interfase se promueve la fase intermedia G2, durante la cual la célula se 
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prcpan1 p¡.trn la entrada a ht mitosis, entonces los_ cromo~mas se condc~san y se_ sintcti~an 

factores citoplasm>Íticos importllntcs par.1 la mitosis (Griffiths et ni._,' 1998). 
·, 

L.1 falta de nutrientes impide que las células dntfl!n c~cJn ci~loi de divisiód. A esta 
' ,• _'.,' ,";·. -<<·,':}]'.··:.,>·:: .. ,•.·.:~"'.'.:'~,r.',··.:·:··\::·:.(::.-::. ~-" ,' -1 

etapa no cíclica se le denomina fase GO o fase· de 'quiescerieia (Griffiths ·e1nL;·1998). Esta fuse 
, _ ~ ··_: -.... ~_,:.·,:_».·-<::-\_"::,;:)._,,;.-_:,; :~,·:;"·r--/~' ... ·::.·'·T,;-.:::~-~·:->::· .-;:'-' 

es semejante a G1; no obstante, las células son inc~paces1e"~ontUi~arhacia la fase S. Existen 

algunas células que pueden ser estimul~d;s ~~~;~~d;i6~~~·~~~;~1a;i\/~~trár nuevamente al 

ciclo celular en un período antes d~I pu;;to d~.:;¡s~rl~~¡¿;{·<l~·¡~ (;~'.G[cLewin, 1997). 

Para asegurar que cada fase finalice correctamente antes de iniciar la siguiente, existen 

varios puntos de regulación a lo largo del ciclo celular, cada punto de regulación representi un 

circuito de control que marca el inicio de un evento en el ciclo celular dependiente del evento 

anterior (Lewin, 1997). 

Puntos de regulación o verificación en el ciclo celular 

En el caso de las células animales, el punto más importante de regulación es Ja etapa 

G1 mientras que G2 / M se considera como el punto de control subsidiario. En este tipo de 

células, la mayor parte de un ciclo celular abarca la fase Gl y la duración de este periodo 

responde a las condiciones de crecimiento. En contraste, los organismos haploides pueden 

usar G1 o G2 como el punto de control primario. En el caso de la levadura SchiZJJSacrhnromias 

pombt, el punto de regulación más importante es G2 mientras que para S. arttúiae es G 1 

(Murray et al., 1993). 

En general, ·en. tOdos los organismos eucariontes, los puntos cáticos de regulación o 

verifica~ttSn del ciclo celul~r son tres: el control en G 1, el comienzo de la fase S y la entrada a 

la mitosis. El control en G 1, específicamente en el punto de restricción o de inicio, la célula 

sigue el proceso de división o no dependiendo de varios parámetros como la respuesta a 

estímulos externos, incluyendo la concentración de nutrientes y la cantidad de la masa celular 

existente, entre otros. Cabe señalar que la masa celular debe duplicarse de tal manera que la 

célula posea el material suficiente para aportar a las células hijas antes de iniciar un nuevo 

ciclo de repliL-ación. El segundo punto de verificación es durante el inicio de la fase S, debido a 

que, durante este lapso, el aparato de replicación inicia la síntesis de DNA. Una célula debe 
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llcvnr H cabo el proceso de replicación del material genético una sola vez durante c;1dú ciclo y 

evir.tr Ja división celular hasta que hay~ completado el proces6 de replicación (Lcwin, J 997). 

El tercer punto ocurre al inicio de la mitosis que es identificado 'por él momento en el 

cual la célula iniéia su reorg,.niz~ció~ para llevar a. eabo la división. Muchos. d". l~s. pu~tos de 

verificación. operan en I~ ffiiio~is par.i ~si,gurar que cada célula no se divida a menos que se 

hallan complétado foclo~ l~s evei'itos neee~~rios que anteceden a este proceso (Lewin, 1997). 

El .control básico que permite una separación temporal entre la fase S (replicación del 

DNA) y la mitosis (segregación de los cromosomas), parece estar conservado en todos los 

eucariontes y depende de la formación de los complejos ciclina-cinasa de proteínas que regulan 

la transición entre la fase S y la mitosis. Este mecanismo provee de varios niveles de 

regulación de los componentes del ciclo celular y su actividad. Además este dispositivo se ha 

diversificado en diferentes grupos de eucariontes para alcanzar las respuestas apropiadas de la 

división celular a señales intrínsecas y extrínsecas respecto a las células (Murray ti aL, 1993). 

La cinasa de proteínas involucrada durante la mitosis es designada como cinasa de la 

fase M, füctor promotor de la maduración {MPf) o cdc2 / CDC28. Esta cinasa de proteínas 

se activa a al unirse con la ciclina correspondiente y transfiere grupos fosfato, a partir de ATP, 

a aminoácidos definidos en las proteínas blanco (Murray ti al, 1993). La ciclina asociada a la 

cinasas de proteínas de la fase M consiste en una proteína sintetizada periódicamente a lo 

largo del ciclo celular y su degradación provoca la liberación de las céluL'ls hijas para dejar Ja 

mitosis (Lewin, 1997). 

El complejo dimérico, Cdc2p /. '?dc2.B y una ciclina, puede fosforilar una gran cantidad 

de sustratos proteicos en aminóáéidos , e~ecífii:ós, la única característica común en los 

sustratos que son fosforilado~· por l~:·éÍ~a~··~s .la presencia de los residuos de aminoácidos 

serina - prolina tlanqueados pm' re'sid~~s \!~ aminoácidos básicos. Los sustratos hallados in 

l'itro incluyen a la histona Hl (auxiliar. de la condensación de los cromosomas), laminas 

(posiblemente requeridas para la rupriÍni de la envoltura nuclear), nucleolinas (involucradas 

potencialmente en el arresto de la síntesis de nbosomas) y otras actividades estructurales y 

enzim.íticas (Lewin, 1997). 
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La conservación de la estructura de Cdc2 / Cdc28 entre células animales y lcv¡1duras y la 

participación de dímeros relacionados que regulan el punto de inicio en ambos tipos de 

levadura, S. pombe y S. ctrevisiae, sugiere la presencia de un esquema similar en las células 

animales. La diferencia más importante en las células animales, es la presencia de una variación 

mayor en las subunidades de las cinasas. En combinación con la misma si.ibunidad catalítica en 

ambas fases de regulación, el punto de inicio y la transición G2 / M, las células presentan un 

gran número de ciclinas. Durante Gt, las células animales tienen múltiples cinasas involucradas 

en el control del ciclo celular y estas varian tanto en la subunidad catalítica como en la 

subunidad regulatoria. En contraste, las levaduras solamente presentan una sustitución de la 

subunidad regulatoria Otra diferencia notoria entre células animales y las levaduras es la 

presencia de una variación en los aminoácidos de la cinasa M involucrados para su activación. 

Por ejemplo, en células animales se requieren 3 aminoácidos para su activación (treonina-14, 

tirosina-15 , treonina-167) mientras que en las levaduras Satrharo11fY1%S irmisiae y 

S(hiz.ostl«Óaromycu pombe, se necesitan 2 aminoácidos: tirosina y treonina (Lewin, 1997). 

Ciclo celular de Sactharomyro ttreviri'ae 

Características generales 

Sai:rharofl!YtrS ctmi.riae o levadura del pan es un organismo eucarionte unicelular con un 

ciclo celular somático. Es un organismo con muchas ventajas para el estudio del ciclo celular, 

ya que crece rápidamente en un medio simple que contenga glucosa y aminoácidos. Además su 

división por gemación facilita el rastreo del ava,.;ce del ·ciclo · celular en organismos vivos 
···.·:::,, 

(Murray et al, 1993). 

Al analizar la cinéti1:a ddcre~imi~to d~.:.,.;a,población de la levadura del pan, dentro 

de un cultivo discontinu~ (en ~I .;;:;,¡¡ tdcÍ~i'1ci~ ri~trie~tés se añaden desde un principio), se . . ~ .. -".~-- > :.~ ":'" ~·: .. -:';~-.:~-;-~;:-,:~ ,--~;-<:.;._t:t,:</.> .. ·. '. 
hacen evidentes 5 fa51:s:., la fi¡~e lag'o;de;,retraso inicial seguida por una de crecimiento 

==:~0~~~~w~~~~==-~=~~:2::::. 
1993). 
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S. a:misiae es umí célula haploidc y unicelular, que puede funcionar como un gameto. 

Esta lcvaduri! prcs~Ota dó"s tipoS sexuales·, dcsigna~os co"mo."a'~ y."c:J..", los cuales pueden ser 

considerado.s análogos a masculino y femenino. Estos tipos sexuales solo se distinguen entre 

sí cuando. se aparea~ ya que estructuralmente son muy similares. Las células al aparearse, 

cxcretiin hormonas pcptldicas (feromonas) que reciben el nombre de factor a y factor a. Estas 

hormona~ se fijan a las células de tipo sexual opuesto y generan respuestas metabólicas a través 

de la vía· de transducción de señales MAPK y de la transducción genética que dan lugar a 

cambios en su superficie celular, para que las células se asocien y se fusionen dando lugar a un 

organismo diploide (Brock el al, 1993). Las respuestas celulares generadas por estas feromonas 

incluyen: un crecimiento polarizado hacia la pareja de apareamiento, el arresto del ciclo celular 

en G 1 y el incremento de la expresión de las proteínas necesarias para la adhesión, la fusión 

celular y nuclear (Gustin el al, 1998). A baja concentración de nitrógeno la célula diploide 

sufre un proceso de esporulación o meiosis y forma 4 nuevas células haploides, las cuales, a su 

vez, siguen un ciclo celular mitótico formando una gema o célula descendiente de !amaño 

menor que la célula original o madre. (Murray el al, 1993). La formación de una nueva gema 

ocurre durante la transición G 1 l S, después del punto de restricción (Gustin el al, 1998) lo 

cual permite a la célula tener el tamaño adecuado para llevar a cabo la división celular. 

Regulación del ciclo celular 

Cabe señalar que el punto R (punto de inicio) es una de las etapas regulatorias de 

transición más destacado en. la fase tempraná' de la fase G 1. Antes de este punto, las células 

tienen varias opciones de desarrollo dependiendo de ~u ambiente externo. Las células bien 

alimentadas prosiguen con eLcido- ~elular mÍen·t;,,s que las células limitadas en nutrientes 

pueden entrar a un estado de q~iescencia (rase GO) o comenzar la esporulación en caso de ser 

diploides, y las células expuestas a la feromona de apareamiento se arrestan en G 1 e inician el 

programa de entrecruzamiento. En contraste, las células que se encuentran en una etapa tardía 

de Gl, después del punto de inicio, o en etapas subsecuentes, generalmente proceden a 

completar el ciclo celular inclusive si son privadas de nutrientes o son expuestas a las 

feromonas de apareamiento. Estas observaciones indican la existencia de un punto de decisión 

en G 1 (el punto de restricción o de inicio). en el cual las células se comprometen con un 

programa particular de desarrollo. En S. <mtisiae, la progresión a través del punto R 

desencadena múltiples eventos del ciclo celular, incluyendo la iniciación de la replicación del 
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DNJ\ simultiínc>tmcntc con la formación de la gem.'l y la duplicación del centro organizador de 

microtúbulos (l.cw et, ttl., 1997). Estos procesos requieren de la actividad de la cinasa Cdc28 

que forma un complejo con las ciclinas G 1 codificadas por Jos genes CLN1, QJV2 y CLNJ. 

(Gustin ti al, 1998). 

,.'.: .... ''.'.·:: . . :' :> ~ . .:·:.:.·:< ... ·,.·.. . . 
Los análisis de las mutantes del gen, CDC28, en Já Je;,,¡düra del pari muesfun. que hay 

. . ' ' . ' ' ' - - -- ··~ '"" .. ;_·' .... ' -~· . . 

más de un tipo de ciclo involucrado en el ciclo ~elula;, los ~a1éS: están c~nectados en púntos 

cruciales. Estos períodos son: el ciclo crontosomal, 'CI citoplaSmático y 'ei centrd~rnico. El 

periodo cromosoma) comprende Jos ev~tos req~eríd~s~~ri¡';d~pli;; y separar Jos 

cromosomas, como la iniciación, continuación y ci:¡';ri~li;ri;ento d~ Ía fuse S y la división 

nuclear. El ciclo citoplasmático consiste en Ja fo~ciÓ~ de, Ja g~; El tercer ciclo, el ciclo 

centrosómico, son los eventos asociados con la duplicación y la ~aración del cuerpo polar del . . . -. 
huso (SPB) el . cual sustituye al centrosoma y Orgaríiza los, microtúbulos que penniten Ja 

segregación cromosomal dentro del núcleo {LeWi~. 1997). Con, base a los eventos anteriores, se 

considera que G 1 / s es u~ transición notable en ~te a'.g3';-.ismo, en contraste con s. pombr! 

organismo en el cual es más importante la transicicS~ a2) M Q-evr etal.,1997). 

La definición de la transición !G2 / .. ~--~n':s .. cemi.riae ha sido más confusa y 

controversia! ya que muchos eventos distintivos de' la miÍosis esm.:i ausentes o son dificiles de 

monitorear en levaduras. En general, se ha considerado a la anafase, que implica la elongación 

del huso y la segregación de los cromosomas, como un punto de reconocimiento de la rase M. 

No obstante en S. amisiat muchos puntos de reconocimiento identificados de la mitosis están 

ausentes o son dificiles de monitorear en las levaduras. Por ejemplo, la membrana nuclear no 

se rompe, la condensación de los cromosomas ocurre pero su pequeño tamaño de éstos 

dificulta su detección y muchos de los compartimentos membranales son transportados hacia 

la gema a través de la fase de gemación, por lo que la formación de vesículas de compuestos 

membranales asociada a la mitosis no es necesaria para su segregación. Como resultado ha sido 

propuesto el ensamblaje del huso como la única marca citológica disponible para la entrada de 

la fusc M. Estas características y el hecho de que el ensamblaje del huso generalmente ocurre 

antes de iniciar la anafase, han dejado el con~epto erróneo de que la fase S se superpone con la 

fase M, sin pasar por la fase G2. Sin, embargo, ciertos análisis de monitoreo directo de Ja 

replicación y la formación del huso han demostrado la existencia de la fase G2 en S. amisiae 
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aún cwmdo el ensamblaje del uso es aceptado como marca del inicio de la fase M (Lew el t1l, 

1997). 

Algunos investig>ldor~s>han.prefericf~ sim~frirnClli~ .iv¡'1a<;J~~ defi~icióll'e5pecífica y se 

::~~:¡e;'~::~!~~t~J~Ili~:j'.~~á~f~~f ~:,~i~ij~}~~t:~~lli%i~~Ti~~~M-~~~~~; 
ceretinae no difieren : marcadámeñté de los' halladós en' otrosºeuca'riontés yes' posible definir fas 

:· _ ~,~ '.-;:·, '_,.,>";<~/.o"~)~;~'.~.~<;,''i.',~.C'. .:,. ;;¡'. ;}:F~-.;:;q;:_<·:.'-} ·;_,v.-:'.;.;i-.;,~,~''';(i·1 ~\. "·~·~h\.\{{.J.:·.>·\í;~> )':)-_~(::Y··. ':e~·/:'·'.:':' · "·' : 
cuatro fases del Ciclo· éelular: Gt; s; G2·y Mºcori basé a los intervalos 'di5cretos oaípadospor la 

• . - ~ •. -. ·'>•. ·.; >;.< :·.~;>-'."·'.··-.i_\¡,,"r:;~c'.~·;;~y-... ;.:<· ··:·;_:, ~-~_:·:·· . .',.·;·.;·r·;t:-·_;'i,-,;>\~ · ,-,::,,_: : \>.··' . -t- _. . :_ · '· .. ,~ . · · 
replicación del DNA y los. évéritos 'asói:iá'dos í:on lá 'scgiegación de los cromosomas (J..ew et al, 
1997). . • ·.·. •t :;;;;<";;:·~;'.;F·!c:511~",:-.;,·'','', .. ',_, . . . . 

'•,o·,< ,¡.•;• ·.·.'.--js:'_;-_: -~:':{·!.>::-_¿,, 

.-.-.· , .. _:;!: ;z(,',·1,':i/'._:~.'(;~;~:*;:jff .. / ·-... 
· En la fase Gl del ,ciclo'éélufar_ de Ja levadura del pan, dentro del punto de inicio, se ha 

·_' -.'-. > · ',;:~¿_;,.,;;,·c._.Vi,:~t~·;J·~,,<...fi(-~.:/:·._:<: ·- , '.: 
obserV'ado é¡u~ las -é~IÚfas arresia',druí'.corÍ factor a se ubican en un punto temporal diferente 

que las ~él~'ta~.:~'f fÜii~~dcS;;'.; P;;,. el sitio de arresto por inanición se requiere del 

funciollami~ntó defá Vía Ras - cAMP (Thevelein, t 992). 

Vía RaS - cAMP 

Componentes de la vía Ras - cAMP 

En S. cerevisiat, la vía Ras - cAMP está compuesla de varios elementos que 

interactúan para regular la actividad de la cinasa de proteínas dependiente de AMP cíclico 

[PKA] (\Vemer-\Vashbume et al, 1993; Thevelein et al, 1999; Thevelein et al, 2000). Esta vía es 

activada por el producto del gen CDC25 (Broek et al, 1987; Lai et al, 1993) el cual es un 
·:.·· J•. . 

intercambiador de nucleótidos, GDP a GTP, que activa a la proteína Ras, la cual es codificada 

por los genes RAS1 y RAS2. La proteína Ras rambién pu°ed~ acti_;..rse por el sistema receptor 

acoplado a la proteína G, Gprl - Gpa2 (The.;.clei~ ;t ~i,\999) así como por Svr2 (Fedor­

Chaiken ti a4 1990). 

La regulación río abajo de Ras es dependiente del incremento de su actividad GTPasa 

intrínseca a través de Iral e Ira2. En la vía Ras -cAMP de levaduras la proteína blanco de Ras 

es la proteína adenilato ciclasa (AC), codificada por el gen CYR.1, que cataliza un incremento 

8 



en l<1 síntesis de AMP cíclico. El aumento de la concentración de AMI' cíclico activa a la 

PKA a través de la inhibición de las dos subunidades regulatorias de esta proteína, codificadas 

por BCY, y de la liberación de las dos subunidades catalíticas codificadas por TPK1, TPK2 y 

TPK3. La concentración intracelular del AMP cíclico también es regulado por 2 

fosfodiesterasas, Pdel y Pde2 (Ma et al., 1999). Resultados recientes apuntan a que el sistema 

receptor acoplado a la proteína G es el responsable de la actividad de la AC en respuesta a la 

glucosa, mientras que la proteína Ras podría ser causante de la transmisión de señales en 

condiciones de estrés (Estruch., 2000). 

La vía Ras -AMPdclico en la levadura del pan juega un papel muy importante en el 

control del metabolismo, la proliferación particularmente en base a la disponibilidad de 

nutrientes y la resistencia a estrés (Ihevelein et al., 1999). 

Reguladón de la respuesta al esttts 

Las respuestas a estrés son particularmente importantes para la levadura del pan y otros 

microoiganismos ya que se encuentran expuestos a condiciones ambientales muy variables, 

como la temperatura, cambios de la osmolaridad y la disponibilidad de nutrientes (Estruch, 

2000). 

·En S. artvisiae, la vía Ras - cAMP juega un papel muy importante en la respuesta a 

diferentes .tipos de estrés (Thevelein et al., 1999). Esto se ha confirmado a través del 

descubrimiento .de muchos genes que son inducidos por estrés y regulados negativamente por 

esta vía de transducción de señales, a través de procesos de fosforilación de algunos 

~or~1p~nentes del metabolismo de la trehalosa y glucógeno, ya sea en la glucólisis o en la 

gluconéogénesis (Estruch., 2000). 

·Existen dos tipos de promotores regulados negativamente por la vía Ras - cAMP que 

median la aOivación genética por calor y otraS condiciones de estrés: los elementos de choque 

térmico (HSE) y los elementos de la respuesta a estrés (STRE). Los elementos HSE median la 

actÍ~ción transcrlpclo~al .~ través de los factores de choque térmico (Hst), principalmente en 
' ' : , ' 

respuesta a un choque. térmico (aumento súbito de temperatura). Mientras que los elementos 

de STRE median Ía expresión genética en respuesra a una variedad de fuctores de estrés tales 
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como la nuscncia de nitrógeno, el estrés osmótico y oxidativo, el estrés por un bajo pH 

externo, la presencia de ácidos. orgánicos débiles, etanol y calor (Estruch., 2000). 

',.. . 

Otros blancos de la vía Ras - cAMP son los ractores de tl'ans~ripción Msn2 y Msn4, 

que median parte de la inducción de los genes de ést~~ ¿()i\trolados por los elementos de 

STRE y posiblemente son regulados negativamente po~ está ·~ta ~etabólica (rhevelein ti al., 

1999). Se ha sugerido que la PKA podría actuar a través de la inducción de la exportación de 

Msn2 y Msn4 por Msn5 que actúa como un modulador de la actividad de estos ractores. Este 

papel podría estar más relacionado con el nivel de respuesta a las condiciones de crecimiento 

celular que con la traducción de señales de estrés (Estruch., 2000). 

Se ha sugerido que la función de la proteína Ras puede estar relacionada con la 

percepción y la transmisión de las señales de estrés en base a la actividad de Cdc25 (Broek tf 

al, 1987). Esta proteína está regulada positivamente a través de una interacción directa con la 

proteína citosólica Ss.,, un miembro de la familia Hsp70p (Geymonat tf al., 1998). Este modelo 

implica que la acumulación de las proteínas desnaturali2adas bajo condiciones de estrés reduce 

la acti>~dad de la vía cAMP - P KA por reclutamiento de las proteínas de choque térmico 

(Hsp) y la reducción de su interacción con Cdc25 menguando su efecto positivo sobre esta 

proteína (Estruch, 2000). Además, Cdc25 activa a Ras en respuesta a la acidificación 

intracelular, la cual puede ser inducida por glucosa aunque también puede haber otros motivos 

(rhevelein, 1992). 

Respecto a la regulación por estrés, la vía Ras - cAMP se encarga de la fosforilación, a 

través de la PKA, de diversas enzimas implicadas en la respuesta a diferentes tipos de estrés. 

Entre estas enzimas se encuentran las del metabolismo de carbohidratos de reserva, como la 

trehalasa, glucógeno sintasa y glucógeno fosforilasa (rhevelein tf al, 1999), así como muchas 

proteínas blanco desconocidas. La síntesis de cAMP también es un punto importante de 

estudio para analizar la respuesta al estrés ya que se ha observado que a niveles bajos de cAMP 

se incrementa la expresión de las proteínas de choque ténnico (Rowley tf al, 1993) tales como 

hsp70, hsp26 y hspl2; y otras proteínas como la ubiquitina, un mediador de la proteólisis 

(Magereld, 1993). 
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La prolifomdÓn celul;¡r y la resistencia al estrés muestran una relación antagónica en la 

mayoría de los organismos vivos. Por ejemplo, la levadura del pan presenta una mayor 

termotolerancia a un choque térmico extremo (50 ºg durante la fuse estacionaria, mientras 

que.en la fuse logarítmica esta tolerancia es menor. Existe una condición en ·donde las células 

en fuse logarítmica adquiere termotoleranda' si se aclimatan previamente a una temperatura 

moderada {37ºC / 1 hr.) presentándose un fenómeno denominado termotolerancia inducida. 

Durante esta aclimatación, las células se arrestan en G 1 y se expresan los genes de choque 

ténnico. Cabe señalar que la actividad de estos genes, el arresto del ciclo celular asi como la 

tolerancia a estrés son respuestas transitorias. Después de 2 o 3 horas a 37°C, las células 

silvestres recuperan su capacidad de crecimiento y su termotolerancia basal disminuye 

significativamente (Walton ti al., 1980; Plesset ti al., 1987). 

Regulación del crecimienro 

Respecto a la proliferación celular, los cultivos de S. artl'biae a lo laigo de las 5 fases 

del crecimiento (la fuse lag, la fuse exponencial, el cambio diáuxico, la fuse postdiáuxica y la 

fase estacionaria) sufren distintos cambios metabólicos y de desarrollo. Estos cambios se 

inducen para hacer frente a las variaciones de la composición química del medio. Durante la 

fase lag o de retraso, las células ajustan su metabolismo al nuevo medio y se preparan para la 

proliferación celular, la cual alcanza su máxima velocidad en la siguiente fuse: la fuse 

logarítmica. En este período el sustento es principalmente por fermentación. Además las 

células son muy sensibles a un choque ténnico extremo (50 ºg y otros tipos de estrés, la pared 

celular es muy susceptible a la degradación con liticasa y no existe una acumulación de 

carbohidratos de reserva. Cuando los niveles de glucosa disminuyen y el etanol se acumula, las 

células entran al cambio diáuxico, la velocidad de crecimiento se reduce y su resistencia a estrés 

se incrementa gradualmente. Debido a la fulta de glucosa las células crecen principalmente por 

respiración, utilizando como fuente de carbono y etanol. Una vez que los nutrientes se agotan, 

las células entran a una fuse estacionaria, cesa el crecimiento y alcanzan su máximo nivel de 

tolerancia a estrés, su pared · comienza a engrosarse y acumulan trehalosa y glucógeno 

(Wemer-Washbume ti al., 1993). 

1 Los levad uros ol enconlrorse por arribo de la temperatura óptimo de cn...:imicnto (tcmpcTuturo supraóptima) 
muchas de sus funciones oelulorcs se ven afectadas, pero las células no mucn..'"D. 
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Dc.'Pendiendo de las distintas condiciones ambientales, las células llevan a cabo un 

proceso fermentativo o respiratorio. Adicionalmente se encargan de regular su crecimiento así 

como de incrementar su masa celular a distintas velocidades dependiendo del medio de 

cultivo en el que se encuentren. Para mantener un tamaño relativamente constante, tanto en 

medios fermentativos como respiratorios, las células de levadura deben ajustar su velocidad 

de progreso a través del ciclo celular, adecuando su tasa de crecimiento para alcanzar un 

tamaño específico, moviéndose rápidamente a través de G 1 en un medio rico, como glucosa, y 

lentamente en un medio pobre. Por ejemplo, en un medio de glucosa las levaduras crecen más 

rápido, al menos 3 a 4 veces más, que después del cambio diáuxico (Hall ti al, 1998). Cuando 

la cantidad de glucosa llega a ser una limitante, como durante la fase postdiáuxica en la cual las 

células respiran, utilizando como fuente al etinol (Wemer-Washbume el al, 1993), su 

crecimiento se toma más lento. 

En el control del crecimiento y del ciclo celular, está implicada la vía Ras - AMP cíclico 

(Wemer-\Vashbume el al, 1993; Thevelein el al, 1999; Thevelein d al., 2000). Esta vía es 

esencial para el control y la integración de estos procesos, particularmente con respecto al 

estado nutricional El mecanismo por el cual la PKA dependiente de cAMP controla el 

crecimiento es todavía un tema de conjeturas. Sin embargo, recientemente se ha sugerido un 

mecanismo por el cual las células pueden controlar la proliferación. Este dispositivo está 

basado en la acción de PKA sobre la traducción de las ciclinas de la fase Gl (Clnl, Cln2 y 

Cln3) que inducen el paso a través del punto de inicio al unirse con Cdc28 (Pedruzzi el al, 

2002; Hubler el al., 1993). 

Control del ciclo celular 

Se ha sugerido que la formación del complejo Cln3 - Cdc28 regula el paso a través del 

límite G 1/S en el punto de inicio y juega un papel muy importante en Ja regulación de la 

transcripción de CLN1 y CLN2, al ftnal de la fase Gt. A su vez, la formación de los complejos 

Clnl - Cdc28 y Cln2 - Cdc28 posiblemente desencadenan eventos ria abajo que permiten a las 

células proceder a través del punto de inicio. La actividad del complejo Cln3 - Cdc28 es 
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regulada por la fuente de carbono. Así, su actividad es miís alta en glucosa c¡ue en una fuente 

pobre de carbóno, como el etanol. (Hall el al, t99s): . . . . 

También se ha~11con,t~do que los niveles d~ARN merisaje~o de Q.NJ son regulados 

por la fuente de ;.¡rb~n~!id~~ Íosniv~lei de I~ p~~tern~ CÍ~3 son regulados positivamente 

a nivel post-t~~~ri~~ional, p~rla vía Ras - cAMP (HaÍI et~L; t 998). 

·~. .-

'Él .cAMP eii necesario para la expresión de CLN1 y CLN2 y esta condición es inhibida 

por la e1itriínadón de CLNJ. Mientras que el cAMP regula los niveles de la proteína Cln3 y la 

sobrC-expresión de CLNJ es suficiente para evitar los requerimientos esenciales de cAMP 

(Hall el aL, 1998). 

Inicialmente se pensó c¡ue Cln3 era un blanco directo de la fosforilación realizada por 

PKA, pero esta idea fue desechada. En cambio, actuahnente se sugiere que el cAMP regula la 

traducción de Cln3 a través de un mecanismo c¡ue involucra a algunos elementos encontrados 

en los encernas del RNA mensajero de CLNJ (Hall el aL, 1998). 

ANTECEDENTES 

El grupo del Dr. Nieto ha estado interesado en el estudio de la coordinación de la 

respuesta al estrés por calor, el crecimiento y el desarrollo de la levadura Saa:hatvf1!YCU m.driae. 

Para este propósito se obtuvieron un total de 16 mutantes con una termotolerancia intrínseca 

elevada, mediante mutagénesis quúnica de la cepa silvestre W303a-LEu• con EMS (etil­

metano-sulfonato), de acuerdo al método de Lawrence (Folch-Mallol ti aL, 2002a), y ciclos de 

exposición a choc¡ues letales de 50 ºC. 

El análisis genético de estas mutantes mostró la existencia de 6 grupos de 

complementación que fueron nombrados hrr (del termino inglés: heal .rl>rk nspon.re) debido a 

que uno de ellos es alélico a la mutante hrr1 descrita por Iida y Yahara, en 1984. El análisis de 

tétradas con un ensayo de termotolerancia cuantitativo, confirmó c¡ue las mutaciones son 

nucleares y monogénicas en la mayoría de los casos estudiados (Folch-Mallol ti aL, 1999). El 
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análisis genético de estis mutílntcs demostró que las mutantes son recesivas para ht mayoría de 

los casos y·solamente dos resultaron codominantes (Casas et al, 1996). 

Estas mutantes tienen una termotolerancia constitutiva de 10 a varios miles de veces 

más alta que la cep~ silvestre yun tiémpo de duplicación mayor que la cepa silvestre. Los 

resultados obtenidos para la mayÓiía .. de ·las mutantes fueron niveles de termotolerancia muy 

elevados en todos los periodos de crecimiento, incluso en la rase postdiáuxica. Cuando, en 

general en estos estadios de crecimiento son muy sensibles a temperaturas letales (Casas­

Flores, 1998). En general, las mutantes más termotolerantes presentan tiempos de duplicación 

más largos que las mutantes de mediana y baja termotolerancia, las cuales tienen tiempos de 

duplicación próximos al de la cepa silvestre (Casas, 1998). 

También presentan un fenotipo de colonia pequeña que cosegrega con la alta 

tennotolenncia intrinseca que poseen. Sin embargo, este fenotipo puede revertir. Estudios 

preliminares indican que un 2 % de la población revierte, y la mayor parte adquiere un 

tamaño de colonia similar al de la cepa silvestre. El análisis genético de las revertantes ha 

demostrado que posiblemente se trata de una supresión extragénica mas que de una reversión 

en el mismo locus. Cuando un supresor de la mutante SdBT4 fue cruzado con la mutante 

parental original, la supresión manifestó un fenotipo dominante (tamaño de la colonia y nivel 

de termotolerancia silvestres); mientras que la progenie segrega en una proporción 2:2, 

sugiriendo que la alta frecuencia de supresión se debe a un mecanismo mendeliano (Folch­

Mallol el al, 1999). 

En esta investigación, se analizó la posible existencia de alguna alteración del ciclo 

celular de la mutante htr2-1, actualmente denominada cdc25-21, que codifica una proteína 

Cdc25 truncada, a la cual le faltan 612 aminoácidos en el extremo cacboxilo terminal (del 

aminoácido 978 al 1589), región en la que reside el dominio catalitico (Folch et al, 2002a). A 

diferencia .de las mutantes obtenidas por Van Aelst y colaboradores, en 1990, que no son 

capaces de vivir en glucosa cuando les fulta la parte camoxilo terminal la mutante nk25-21 

sigue siendo viable en glucosa a pesar de que le falta esta región. 
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l.;1 mutante ((/c25-21 presenta una tennotolerancia elevada, una pared celular gruesa y 

una aha acumulación de glucógeno. En glucosa, tiene una baja velocid~d de·. c;:reci"miento 

durante la fase exponencial, mientras que su crecimiento en acetato o glicerol como' fuentes 

de C está dañado (Folch-Mallol ti al, 1999). 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Realizar el análisis del ciclo celular de la mutante rtk25-21 y hacer una comparación con 

el ciclo celular de la cepa silvestre para saber si está alterado en la cepa mutante. 

Objetivos particulares 

1. Llevar a cabo el análisis del ciclo de gemación en Ja cepa mutante rtk2S-2T, a ttavés de 

Ja cuantificación de células gernantes y no gernantes en una población a Jo laigo de su 

cinética de crecimiento. 

2. Analizar el ciclo crornosomal de la cepa mutante rtk25-21 a través de la cuantificación 

del DNA en las células de esta cepa por medio de la citometría de flujo. 

HIPÓTESIS 

Se plantean dos hipótesis alternativas: 

1- La alteración del tiempo de duplicación de la mutante rtk25-21 se debe a que una 

fracción elevada de las células del cultivo se encuentran en GO. 

2. Todas Ías céJula{déÍ ~lriro se dividen lentamente debido al alargamiento de alguna de 
,.· 

las fases del delo celular. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cepas 

Ma/lrnmf -100ade2-1húJ-11,1S!at2-J, 112trpf-111ruJ-f ?::1.EUz+ W303a -LEu+ • 

]1'337 -

Jl'335 -

Ma111 t:a11f - 100ade2-1 húJ-11, IS k112-J, IS trpl-111ruJ-I, ?::LEU2•,ak2.f-21 

Mt1111t:a111-100add-1 húJ-11, IS!at2-J, 1.flrpf-111ruJ-I, ?::LBU2+,ak2S-21 

'Silvestre 

.. Mutante 

Medios de: cultivo 

Mc:dio YPDA líquido: Se disolvió extracto de levadura (Y) al 1 %, bacto- peptona (P) 

al 2%, glucosa (D) al 0.2% y 4mg/L de aderlina (A) en SOOml de agua y se ajustó el volumen a 

un litro (Guthrie ttal, 1991). 

Mc:dio mínimo líquido: Se disolvió en agua YNB (Base nitrogenada para levadura sin 

aminoácidos al 0.67%), dextrosa al 2%, mas los siguientes requerimientos de auxotrof'ias: 

aminoácidos (L-triptofano 2mg/L, L-histidina 20mg/L, L-leucina 3mg/L) y nudeótidos 

(Sulfato de adenina 40rng/L, uracilo 20 mg/L), posterionnente se ajustó el volumen a un litro 

(Guthrie ttal., 1991). 

Medios sólidos: Tanto al medio mínúno como al medio YPDA se les agregó como 

sustancia solidificante agar bacteriológico Difco al 2% (Guthrie ti al., 1991). 

Esterilización de: medios: Todos los medios fueron esterilizados en autoclave a 

1 lOºC durante 20 minutos a 15lb/sq de presión. 

Condiciones de crc:cimic:nlo 
Todos los cultivos se mantuvieron a 25ºC. En el caso de los medios líquidos, estos se 

colocaron en agitación a 250 rpm. Para evitar una gran cantidad de revertantes en las muestras 
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de Ja mut>intc cdc25 - 21, se utilizmon colonias pequeñas como inóculos ·frescos (de 3 días) 

considerando que las colonias pequeñas contienen célula~ .de Úecin;icnt~ lento,· 

correspondientes a las células mutantes, mientras que la~ rev~~fus muestr.m Jri feriotipo de. 

colonia grande similar al de las silvestres. ·· . :; ••·. ; .;i, , :,:>: ~'-~ :ü~; ~?} :;; 

Para evaluar ht ex~tencia de céÍulas. r~ve:·~t~~- d/;"cdtij~¡·lí~h;d¿¿ d~~~e el 

crecimiento de la; ~élulas en suspensión se cal~lcS' s~ ci~~¡/¡j~ cl~~flcació~ a lo Í~rgo de 
-, . . . ·- . . ... , ·. -:~ - '"·-·. ' . . 

cinéticas de cre'ciiniento. Estos tiempos de duplicación se' deteiinin;&ron · a través del uso de la 

ecuacló~ de ~juste de la curva exponencial reportada por Draper y Smith (Draper et al, 1981). 

" - , . 
, Con . el . objeto de asegurarse de la homogeneidad de la población analizada de la 

mutante ttfr25 - 21, durante el crecimiento de las células en suspensión se calculó su tiempo 

de duplicación a lo largo de cinéticas de crecimiento. Además después de cada experimento, 

se tomaron 100µ1 del cultivo y se realizaron diluciones 1/10,1/100 y 1/1000 con agua 

destilada, de las cuales se platearon 50 µI por duplicado en cajas Petri con medio de cultivo 

YPDA sólido y se incubaron durante 72 horas. Posteriormente, se realizó la cuantificación de 

colonias revertantes a través de un contador de colonias manual (Scienccware) mientras que el 

número total de colonias se analizó con un contador automático (COY ASIAM). 

Determinación del número de colonias con el contador automoitico 
COVASIAM 

El COVASIAM consiste en un analizador de imágenes que permite la detección de 

colonias aprovechando las propiedades ópticas de la superficie de las colonias. Para ello, una 

lámpara de halógeno ilumina de forma oblicua a la caja Petri con el objeto de producir una 

imagen brillante del filamento en cada colonia. Esta imagen está compuesta de un punto muy 

brillante rodeado de contornos mucho menos brillantes, lo cual es captado por una cámara 

digital mientras que una computadora analiza Ja imagen y cuantifica el número de colonias 

mediante un algoritmo que digitaliza la imagen en contornos de acuerdo a una escala de grises 

(Corkidi et al, l 998). Estos con tomos, que semejan un mapa topográfico, son reanalizados 

para eliminar todo menos las cúspides de las "montañas", de este modo se logra la separación 

de colonias confluentes. Finalmente el número de colonias se muestran en una hoja de ExceJ 

anexada al programa, realizada por el Dr. Corkidi y Ja lng. Blanca ltzel Taboada. 
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Determinación de la frecuencia de reversión 

Mlcromanipulación 

Se tomó una pequeña asada de una colonia pequeña y fresca de la mutanteJF335 que 

fue resuspendida en agua destilada' (d,e 300 a 600 µI), se agitó brevemente con un vonex 

(Fisher) y posteriormente se colocaron ·40 µI de esta solución a la mitad de una caja petri con 

medio mínimo o YPDA. Una vez secas las muestras, se separaron células sin gema con la 

ayuda de una aguja de disección ajusrada a un microscopio (Guthrie ti al., 1991). Esras células 

se colocaron en espacios separados localizados en los extremos de la caja, aproximadamente 

40 células por caja, para obtener colonias aisladas. Finalmente la caja se mantuvo en 

incubación a 25ºC durante tres días. El mismo procedimiento fue realizado en medio YPDA. 

Obtención de colonias, dilución y siembra 

A lo largo de 72 horas, en condiciones de asepsia se tomaron tres colonias completas 

con una navaja estéril cortando el medio circundante a cada una. Las colonias fueron 

colocadas en tubos de 1.5 mi (Eppendorf) con 200 µI de agua destilada estéril. Para medio 

núnimo, se tomaron muestras a las 30, 42, 48 y 72 horas. Mientras que para medio YPDA se 

colecraron muestras a las 24, 30, 42, 48, 66 y 72 horas. 

De cada muestra, se tornaron 100 µI para realizar diluciones 1/10, 1/100, 1/1000 con 

agua destilada obteniendo un volumen final de 1 mi por cada dilución. A partir de esras 

diluciones se platearon 100µ1 en medio mínimo sólido y se incubaron el tiempo necesario, de 

96 a 120 horas. 

Cuantificación del porceniaje de reversión 

Finalmente, se realizó la cuantificación de las colonias revertantes a través del 

conrador manual mientras que el número total de colonias se determinó con el conrador 

automático COVASIAM. 

Para obtener el número de colonias revertantes por mililitro se utilizó la 

siguiente fórmula: (No. de colonias) (dilución) (2) (5) 
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Cabe señaL~r que se multiplicó pÚdos considerando que se tomó la mitiÍd del volumen 

de la muestra; ... posterl~rm~~te ~e m~ltipÜcó por 5 .··. para obtener el . número de colonias . 

revertantes por mÚilitro·t~~~d~\én ~erítaquá cl v~lumen fi'n~Í de la 01~estt3 file de 200µ1. 
, ·.,.~:;.·· ,. , . ;~:~,- -·..; ,_,.- .. ~_,'.':\,;_s.:::· i)/«:,-. -- . ... , 

Mientras qué para obtener ~I p~ii:entaje 'd~ ~;;e~iÓll se utilizó una segullda fó.:mula: 

No. de colonias revertantes 

Total del no. de colonias 

Anlllisis estadistico: Prueba de T 

Para determinar si existe una diferencia en el crecimiento en medio mínimo y medio 

YPDA se realizó una prueba T para muestras independientes, en la cual se analizó cada par de 

muestras (medio mínimo y YPDA) correspondientes a los siguientes puntos 30 hrs., 42 hrs., 48 

hrs. y 72 hrs., que son los puntos en los cuales coinciden la colecta de las muestras de medio 

mínimo 1' las ejemplares de YPDA. 

Análisis.del ciclo citoplasmático 

Soluciones 

1. PBS pH 7.4: Se disolvieron 8 g de cloruro de sodio, 0.2 g de cloruro de potasio, 1.44 

g de Na,HPO, y 24 g de KH,PO en BOO mi de agua destilada. El pH fue ajustado a 7.4 

con HCI para después aforar el volumen a un litro. Esta solución se esterilizó en una 

autoclave durante 20 minutos a 151b/sq de presión. (Sambrook el al., 1989) 

2. Fonnaldehldo al 7.4%: Se colocaron 10 mi de formaldehído al 37% OT. Baker) en 

un tubo cónico de propileno estéril (Falcon) de 15ml y se le agregó 40 mi de PBS, 

pH7.4. 
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Estudios de poblaciones asincrónicas a lo largo de una cinética del crecimienlo 

Las cepas W303a y JF337 fueron inoculadas en matraces erlenmayer de 500 mi con 

200 ml de medio mínimo e incubadas a 25 ºC durante toda la noche. Al siguiente día. a partir 

de las 16.5 horas de haberse iniciado el cultivo, se tomaron dos muestras cada hora, durante 9 

horas. Posteriormente se dejó en incubación el cultivo y se tomó una alícuota a las 41.5 horas. 

Con una de las muestras se realizó una dilución 1 / 2 con agua destilada estéril para medir la 

O.O 600... y así obtener la curva de crecimiento de los cultivos. Mientras que la otra muestra 

fue resuspendida en 500 µI de formaldehído al 7.4% (lida el al, 1984) y se almacenó en un 

tubo de 1.5 mi (Eppendorl) a 4°C. 

Cuantificación de las células geman1ea y no gemanles en la c4mara de Neubauer 

Una vez fijadas las muesins con formaldehído al 7.4% las células fueron agitadas 

brevemente con un vocte:r e inmediatamente se separaron utilizando un sonicador (Branson 

Sonifier Cell Disruplor 200) de 8 a 10 segundos, en una 1111idad de poder 2. Nuevamente, se 

agitaron brevemente con un vocte:r e inmediatamente se tomaron 9 µI de cada muestra que 

fueron colocados en ambos pozos de una cámara de Neubauer (Marienfeld) para realizar el 

conteo de células gemantes y no gernantes. Cabe señalar que para obtener un estudio 

representativo de la población celular, se contaron 300 células por muestra. utilizando el 

número de cuadros necesarios de la cámara de Neubauer. Las observaciones fueron realizadas 

a 40X en un microscopio óptico (Axioscop) en campo claro (Márquez-Guzmán ed., 1985) 

Para determinar el número de células tanto gemantes como no gemantes en un mililitro 

se utilizó la siguiente fórmula: 

(N~. de éélui.is contada
0

s /No. de cuadros contados) X 25 X 10000 X 2 
,··~-.-íl>;.''> 

ConsiderandO''que cada pozo de la cámara de Neubauer se encuentra dividido en 25 

cuadros de ·o,o:J\n,;i~,.de área, lo que es equivalente a 1.0 mm' de área de cada pozo. Si se 

toma en cuen¡ii-:~~{J.da pozo tiene O.lmm de profundidad, entonces el volumen total del 

pozo es :de. t.Ü ~, ~ 0.1 mm = 0.1 mm3 (Márquez-Guzmán ed., 1985). Para expresar la 

cantidad de ~élula~ ¡;o~ mililitro se consideró que 1 mi = WOO mm' por lo que 0.1 mm' x 
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10000 = t mi y por último se tomó en cuenta la dilución 1 /2 de la muestra en el fijador, por lo 

que se multiplicó por 2. 

Análisis estadístico: Análisis de varianza 

Los datos fueron sometidos a un estudio estadístico con el programa STATISTICA. Se 

realizó un análisis de varianza con el propósito de definir si existía alguna diferencia 

significativa en la proporción de no gemantes a lo largo de la cinética del crecimiento. Para ello, 

se planteó como hipótesis nula que todas las muestras son iguales, mientras que en la 

hipótesis alternativa se prop~so lo contrario, las muestras son diferentes. Para aquellos 

resultados en los cuales se rechazó la hipótesis nula, se llevó a cabo una comparación de 

medias post- lxx, denominada· prueba de Tukey HSD, con un intervalo de confianza de 0.01, 

para conocer cuáles eran la.s muestras que diferían entre sí. Esta ºmisma prueba se realizó con 

las células geinantes. 

Asimismo, se determinó si existía una diferencia significativa entre la proporción de 

gemantes y no gemantes en cada punto de la cinética de crecimiento a través una prueba 

pareada T (Pagano el al, 2001), con un intervalo de confianza de 0.01. 

Análisis del ciclo cromosomal 

Soluciones 

Factor a 1 mg / mi: t mg de la hormona de apareamiento (SIGMA) se disolvió en 

t mi de alcohol e111ico absoluto anhidro 0 .T. Baker) y se almacenó a -20ºC. 

Cittato de Sodio 0.1 M pH 7: Se disolvieron 2941 g de citrato de sodio dihidratado 

granular 0 .T. Baker) en agua destilada, posteriormente. SC:. ajust9 el volumen a 100 mi. 

Cittato de Sodio 50 mM pH 7: Se tomaron 50 mi de la solución de citrato de sodio 

O. t M pH7 y se agregaron 50 mi de agua destilada. 

Cloruro de Sodio 0.1 M: Primero se hizo una solución concentrada 5 M, para ello se 

disolvieron 2.922 g de cloruro de sodio en 8 mi de agua destilada. Una vez disuelto, se 
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ajustó el volumen a 10 mi y se esterilizó en una autoclave. A partir de esta solución 

concentrada, sctorriaron. 20 µI que se ·disolvieron en_ 1 mi de agua destilada para 
' . . } . ·.·: ... '. •' ' 

obtener una concentración de 0.1 M 

Azida de Sodio 2 %: Se disolvieron 0.2 g de azida de sodio (SIGMA) en agua 

destilada, posterionnente se ajustó el volumen a 10 mi. 

• Yoduro de propidio 1 mg/ml: Se disolvieron 10 mg de yoduro de propidio en agua, 

después se agregaron 45 µI de azida de sodio al 2 o/o y se ajustó el volumen a un 

mililitro. A partir de esta solución concentrada se preparó una solución de 1 mg/ml, 

para ello se colocaron 100 µ1 de la solución de yoduro de propidio en un tubo 

eppendorff de 1.5 mi y se ajustó el volumen a 1 mi con agua tetradestilada y 

filtrada. Ambas soluciones fueron almacenadas a 4 ºC. 

• Tris HCI 10 mM, pH 7: Se disolvieron 0.012 g de Tris, ultra puro (Research 

Organics) en agua destilada, se ajustó el pH a 7 con HCI y fmalmente se ajustó el 

volumen a 100 mi. 

• RNAsa pancreática libre de DNAsa 20 µg/ml: A partir de ~na solución 

concentrada to mg/ml se disolvieron 10 µ1 en 990 µ1 de agua destilada, para obtener 

una concentración final de l 00 µg/ mi, posteriormente se separó en alícuotas de 50 µ1 

en tubos de 1.5 mi (Eppendort) que se dejaron hervir en baño maría durante 30 

minutos y se dejaron enfriar pai;a finalmente almacenarlas a -20°C. 

• Solución de rinción: En tubos cónicos de propileno estériles (Falcan) se mezclaron 

las siguientes soluciones: 10 mi de citrato de sodio O,t M, pH 7, 40 µI de cloruro de 

sodio SM, 20 µI 2 de Nonidet P.40, . 320 'µ1 ·deyoduro de propidio l mg / mi. 

Finalmente se ajustó el volumen a 20 : ;n¡lili~O'f~~~ agua tetra destilada y filtrada. 

2 Postcrionnenle esta concenlración fue cambiado o 100 µl 
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• Solución de manienimiento: Se realizó el mismo procedimiento que en la 

preparación de la solución de tinción, la única diferencia es que no se le agregó yoduro 

de propidio. 

• EDTA 10 mM: Se disolvieron 0.372 g en agua destilada, se ajustó el pH a 8 con perlas 

de NaOH y se agregó el agua suficiente para obtener un volumen de tOOml. Se 

esterilizó a t20ºC durante 20 minutos a 15lb/sq de presión. 

Filtración de las soluciones y loa medios 

Cabe señalar que para evitar la presencia de partículas que pudieran teñirse con el 

yoduro de propidio, como se observó en estudios previos, todos los medios líquidos Qa 

solución de tinción y la solución de almacenamiento, así como el citrato de sodio 0.1 M pH7) 

fueron filtrados al vacío utilizando papel filtro de nitrocelulosa con poros de 0.2 µm. (tipo 

GS, Millipore) 

E1tablecimiento de cultivo• aincnSoicOI con la bonnona de apareamiento 

En un análisis previo, se estudiaron varias concentraciones de fuctor OL (1 µg /mi, 

3µg /mi y Sµg /mI) para el arresto de las cepas W303a y JF337. Se observó que había una 

mayor cantidad de células arrestadas con Sµg /mi de fuctor tt en un menor tiempo. Por lo que 

en esta investigación se decidió partir de esta concentración de hormona de apareamiento para 

deterrninar el tiempo de arresto del mayor número de células de levadura. 

A partir de una caja de tres días de incubación se tomaron colonias aisladas de las cepas 

W303a y JF337 que fueron inoculadas en 200 mi de medio mínimo filtrado y se dejaron 

creciendo toda la noche. Se tornó el número de colonias necesario para obtener una O.O. eoo 

nm de 0.003 para la c.,Pa W3Ó3~f,~n'a O,Ó. ero rwn de 0.01 para la cepa JF337. Esta O.O. se 

obtuvo a p~rtir de l~s cii~l6H'ciílI~lJJ53:~vés de la ecuación Ci Vi = Cf Vf (concentración 

inicial X volurn~n¡,;'¿;~¡';;;'~~~~efü~dÓ~ final X volumen final). Para obtener la concentración 

inicial', se, disolJé;:,;ri<J;;~ ;~oio'.-ii~{'~o·l~dás en agua destilada estéril y se midió la densidad 

óptica.U~awdqú~SC'.;iJ.;¡,16·~·~;;~~~ final, éste se agregó al medio de cultivo. 
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Una .vez alcanzada ht fase logarítmica media, con una D.O. 600 nm de 0.4-0.45, se 

tomó una muestra de. s_oo µl. que fiic. fijada en un volumen equivalente de formaldehído al 

7.4% en PBS (Iida.tlaL,:,1984) como tiempo cero. Inmediatamente, se inocularon de 3 a 5 mi 

de estos . cultivos 'eri ~bos· de vidrio de 15 mi, a los cuales se les agregó la hormona de 

aparea~ie~to <(5µ¡ :fJ\.1 de fu~tor a) en condiciones de esterilidad, se incubaron a 25°C / 
:,,_,., .'_ .. -1:.,/· -;.·-··· -·.· ; 

250 rpm. .Postério.f!nf:t1te; e? un ambiente estéril se tomaron alícuotas de 500 µI que fueron 

fijadas en l~s ~bridi~_iónes Y:i r'riencionaclas y en los tiempos que a continuación se inclican. 
<;· ~ ,,. >~~;':~~-.~t'.~/ 

· Pari l~''~e~~;'n:;~Ían'te, JF337, fueron: 210, 240, 270 y 300 minutos. Para la cepa 

silvest~, WJo;~ fu~~~;·~o. 120, 150, 180, 210, 240, 270 y 300 minutos. Posteriormente se 

realizó el ~~nt~ d~ ~a~Ias gemantes y no gemantes en la cámara de Neubauer. Estos tiempos 

s~ estableeÍ~ro,.¡ con base en el tiempo de duplicación de cada cepa. 

Como ya se ha descrito, para determinar el tiempo de arresto de la mayor cantidad de 

células, se realizó un análisis de varianza y una prueba de Tukey HSD, con un intervalo de 

confianza de 0.01, a través del programa STATISTICA. 

Fijación de muestras para cuaolificar el DNA 

Una vez obtenidos los cultivos sincronizados, se fijó una muestra de 500 µI con 

1.166 mi de etanol anhidro al 100% O.T. Baker), sustancia que además se encarga de 

permeabilizar a las células (Fantes ti aL, 1993). El cultivo restante se dejó incubando a 25ºC en 

agitación tomando alícuotas a los 90, 120, 135, 150, 165, 180, 195, 210, 225, 240, 270 y 

300minutos para la mutante QF337) y 90, 120, 135, 150, 165 y 180 minutos para la cepa 

silvestre (\V303a). Una vez fijadas las muestras, se almacenaron a 4ºC. 

Tinción del DNA 

Las muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos en una microcentrífuga 

(eppendorf), se quitó el sobrenadante de cada muestra y se les agregaron 500 µI de citrato de 

sodio 50 mM, pH 7. Este procedimiento de lavado se repitió tres veces, finalmente las 

muestras fueron resuspendidas en 500 µI de esta solución. 
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A cada muestra, se le ~grcgó 12.5 µI de RNAs.1 y se incubó baño María a 37°C 

durante 1 hora para eliminar eÍ. RNA contenido en las células y asL ·evitar que se tiña eSta 
molécula con el ·yoduro .de propidio. Después de este lapso, las mUestras se centrifugaron a . 

3500 rpm / 5 min. Se decantó el sobrenadante y se adicionaron 500 µI de Buff~r de Ti~ción 
con yoduro de propidio el cual se intercala en la doble hélice de DNA. Una vez tf!Íiido ei DNA 
de las células, las muestras se almacenaron a 4°C (Morano e/al, 1999 [modificado]) 

Pruebas de disgregación 

Para evitar la formación de artefactos en el citómetro de flujo debido a que las células 

forman pequeñas cadenas o grupos de células que no se separan fácilmente cuando están en la 

solución de tinción o en la de almacenamiento, se realizaron pruebas en diferentes 

condiciones para separar a la mayor cantidad de células. 

Con este propósito, se prepararon seis muestras de lrnl cada una, de células en fase 

logarítmica (O.O. """'" 4.0) que contenían aproximadamente 2 X 107 células por mililitro y se 

colocaron en tubos de 5ml (Culture Tubes 12 x 25mm, VWR Scientific) y se realizaron las 

siguientes pruebas: 

Muclltra 

Al 

A2 

A3 

. · 

A4 

AS 

A6 

. 

Condicionce 

500 µI de la oolución de almacenamiento con 1 µl/ml de Nonidet' y ,. emplearon 8 1egundos de 

sonicación. 

500 µI de la ooluc:ión de almocenamicnto con 1µ1/ml de NonideL Se agregaron 500 µI de EDTA 

tOmM y se .~Plicaron 8 segundos de sonicación 

500 µI de.la solución de almacenamiento con 5µ1/ml de Nonidet y se administraron 12 segundos de 
~~~~:':· . 

500 µI. de la 10luc:ión de almoccnamicnto con 5µ1/ml de Nonidet. Se agregaron 500 µI de EDTA 

J'.~' ·y se aplicaron. 12 segundos de sonicación 

5()() µI de la solución de almocenamiento con 5µ1/ml de Nonidet y se agregaron 500 µI de EDTA 

l~!d- Inmediatamente se emplearon 15 segundos de sonicacic}n 

~ ~ de J.a IOl~n de almacenartúcnto con 5µ1/ml de NonidcL Posterionncntc ae ~n 500 

l'(d~·EDTA IOmM y la muestra fue sometida a 15 segundos de sonicaáón dejando ~sar 15 

.do~ más. repitiendo cslo 3 veces. 

3 El Nonidet es un delergenle, en esle caso es Ulilizado para oepornr 8 las célulos de levadura. 
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L.1s muestras füeron analizadas a través del citómctro de flujo y en el microscopio 

óptico a 40X en campo claro. 

Disgregación de las muestras 

Una vez establecido que Ja muestra A6 presenta la mayor cantidad de células 

disgregadas, las muestras fueron preparadas conforme a esta condición. Posteriormente, se 

observó que las lecturas de las muestras en el citómetro de flujo mejoraban notablemente al 

agregar de 1.5 a 2.5 mi más de EDTA 10 mM; el cual actúa sobre los iones divalentes 

asociados a las células que causan los agregados celulares (Fantes et aL, 1993). 

Prognmas y citómetro de flujo 

El programa utilizado para capturar los datos de las muestras fue CeU Quest TM y el 

citómetro de flujo fue FACScan"", ambos de Becton Dickinson. Mientras que para el análisis 

y presentación de los datos se utilizó el programa WlflMDI de Joseph Trol:ICJ'. 

(http://fucs.scripps.edu/software.html). 

Parámetros uti&ados en el citómetro de flujo 

En este estudio se analizaron 10,000 células por cada muestra y se ajustaron los 

detectores y amplificadores del voltaje y los valores de compensación (ver tabla 1 y 2 del 

anexo) 

Cabe mencionar que la compensación sirve para remover la fluorescencia que no 

corresponde al canal de lectura. La fluorescencia del yoduro de propidio es roja y puede emitir 

otro rango de fluorescencia. Esto puede afectar la medición de la fluorescencia y en 

consecuencia, la cuantificación de DNA. Para evitar una medición errónea de la fluorescencia 

se deben ajustar los detectores y amplificadores de voltaje, así como los valores de 

compensación con el objeto de restarle a la fluorescencia total 

diferente al esperado. 
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RESULTADOS 

Determinación de la frecuencia de reversión 

Dado que las observaciones preliminares no sistematizadas del laboratorio sugerían 

una diferencia en la cantidad de revertantes dependiente del medio de cultivo, se decidió 

analizar este fenómeno en medio mínimo y en medio YPDA. Con el objeto de definir la 

frecuencia de reversión de forma sistematizada, se utilizaron colonias completas cada una 

proveniente de una sola célula no gemante de tamailo relativamente pequeilo (ver materiales y 

métodos). Este análisis se realizó con tres repeticiones por cada muestra, resuspendiendo 

cada colonia en el menor volumen posible de agua destilada (200 µ!). Con el objeto de obtener 

muestras representativas se plateó el volumen total de cada dilución de cada muestra. 

La frecuencia de reversión, tanto en medio mínimo como en medio YPDA, presenta 

un comportamiento diferente en cada colonia. Por ejemplo, en medio rico se presentan varios 

eventos de reversión con un frecuencia que fluchÍa entre O hasta t.97:dO"' (tabla 1). 

Asimismo en medio mínimo la frecuencia de reversión varia de O a 7.25h10 .. (tabla 2). 

Para determinar si existía una diferencia en el crecimiento de la cepa mutante en ambos 

tipos de medio (YPDA y medio mínimo) que pudiera influir en la velocidad de crecimiento de 

las revertantes respecto a las células mutantes, se realizó una prueba T para muestras 

independientes en los siguientes tiempos: 30, 42, 48 y 72 horas. En estos tiempos coinciden 

las muestras de ambos tipos de medio (ver anexo 2). Los resultados de este análisis estadístico 

indican que no existe una diferencia significativa en cada par de muestras analizadas. Por lo que 

se sugiere que el crecimiento en medio sólido, durante los primeros 3 días, es similar tanto en 

medio YPDA como en medio mínimo. Por ende, el tipo de medio utilizado en este 

experimento no influye en la frecuencia de reversión. 

Sin embargo, se sabe que ambas cepas, W303a y JF337, presentan un crecimiento 

mas lento en mediomínimo que en medio YPDA, tanto en medio sólido como en medio 

líquido. De hecho el tiempo d~ duplicación para las cepa mutantes cr/c2S -21, OF335 y JF337), 

así como para Ja cepa silvestre (W303a), en medio mínimo es casi el doble que en medio rico 

(YPDA), respectivamente. También se ha observado que en medio mínimo la frecuencia de 

reversión es menor que en medio YPDA. Por lo que se requiere de un estudio más detallado y 
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con un;1 mayor cantidad de muestras pan• dctcnninar si existe una diferencia significativa entre 

los tiempos de crecimiento tanto en medio minimo como en medio rico. Así como para 

determinar la frecuencia de reversión en la cepa mc25 - 21. 

Ttcmpo NúllK'l'Ode Nlimao de fttw- Fttmeacia de ~a de 
lho,...\ lulu mutanta UFC I m --.1eaUFC/ml colo.e.. dtlca. -· 

151 o o 
24 85 o o 

NO NO NO 

152 3 OD19~ 

30 162 o o 
NO NO NO 

1815 o o 
42 2480 o o 

5480 o o 
11811D 1DO 0.010352 

48 2UI o o 
10815 o o 
57lll0 o o 

ee 1S700 10 O.DOOOll3 

81111)1) ea 0.00087!5 

235700 20 O.DO 
n 28011)1) o O.DO 

4511500 ea O.DOOD85 .. . . 
Tabla J, Cinebca de CftClllU<lllD en medio YPDA en la cual ae mue1tran laa ha tq>eQCIOQcl de coda 

mues~ cada una con las unidades íonnadoras de cobnW (UFq por mililitro de las murantet, así como de 1u 
n:vertarllcs correspondientes y la f~cncia de reversión de colonia chica a grande de cada ~tición. NO = 
ttpebcio d · d debid hb ' ad ncsno ctennma as oa QUCCS an contarnm ... 

1icmpo Nlimaode Ntl-dec6u._ Fn:aamd. de ftveni6a lle 
lho,...) 6ulaa muta.tes UFC J ..i __,,.. UFC/ml co1oa• chica. --· 

NO NO NO 
30 8775 o 0.00 

50 o 0.00 

1200 o O.DO 
42 

~----¡¡ea o O.DO ·---
NO NO NO 

5840 o O.DO 
48 23700 10 0.000422 

7955 o O.DO 

227500 11115 0.000725 
n 158900 o O.DO 

225500 o 0.00 .. .. . . 
Tabla 2. Cincbca de crccumento en mecho muumo en la cual se muestran las tra repcbaoncs de cada muestra,. 
cada una con Ju unidades fonnadoras de colonias (UFq por mililitro de las mutantes, así como de las 
revertantes corTCspondienles y la frecuencia de reversión del fenotipo de colonia chica a grande de cada 
repetición. NO= repeticiones no detenninadas debido a que estaban conlaminadu. 
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Análisis del ciclo celular 

Con la finalidad de detenninar las posibles alteraciones en,· el ciclo celular de la cepa 

mutante 'de2.S-21 que le confieren el fenotipo de crecimiento. lento, se ·analizó el ciclo celular. 

de esta cepa a nivel del ciclo citoplasmático y del ciclo cromosoma!., 

Análisis del ciclo citoplasmádco · · , · ·· 

Para estudiar el ciclo citoplasmático que involu,cra , la , :Corr.uición de la gema se 

compararon los porcenllljes de células gemantes y no gemantes co~ ·los' de la cepa silvestre 

W303a. Se utilizaron cultivos líquidos iniciados a una O.O; """ nm de 0.04 que se incubaron a 

25 ºC, durante 41.5 horas hasta la fase postdiáuxica. Posterionnente se comparó el proceso 

de gemación de ambas cepas a lo laigo de la cinética del crecimiento a través de un análisis 

estadístico. 

Para saber si existia alguna alteración en la proporción de no gemantes a lo laigo de la 

curva de crecimiento se comparó la proporción de células no getnantes en cada punto de la 

curva de crecimiento de cada cepa. 

Para saber si la proporción de células no gemantes y gemantes difieren 

significativamente entre sí en cada muestra, se realizó la comparación de la proporción de 

ambos grupos celulares en cada punto de la curva de crecimiento de las cepas: W303a y JF337. 

Los resultados para la cepa silvestre indican que la proporción de células no gemantes 

a lo largo d~ la curva del é:recimiento osciló alrededor del 50%, excepto en el último punto, 

con u!la O.O. ooci nm ~e_tst; En _este último punto, correspondiente a la fase postdiáuxica, se 

incrementó lá ~~tlclácl d~ cél~I~~ sin gema hasta alcanzar el 70% (ver gráfica t y t1bla 3) . 
... ~·· ·::f;. _,.·-:,,L::;:-:~J::;··f.~·;~:~;:~--.. "~:?.';·"/ :\··,. : . 

Asinusmo, fa' ~nbd~d de· células con gema fue semejante en cada muestra (aproximadamente 

. el 51)"/o), J,~;~~d1f;: Ía, fuse postdiáuxica, en la que la cantidad de células gemantes 

co~stin:yó ~1'.3~J~'de ,-~,p~blación para esta elllpa. Los resultados se obtuvieron a través de un 

.. aníiÍisis d~ ~~;raa\J~'l.inii vía y una comparación de medias poII hoe, denominada prueba de 

· ·• T~k~y i1so"(~~;~n~o ~). 
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El análisis dcyari;1nza solamente indica si ~xiste u.na_ ditCrcncia significativa o no entre 

las muestras, sin señala~. cuáles _so.n las muestras que difiere'!; En cambio la P':"eba de Tukey 

HSD compara cadá muestrá -~on las ~uestras-,..;starítes y determina si existeuna diferencia 

entre cada par de muestras cbmparadas, mos~d~ ruáles són l~s mllestrÍts que difieren entre 

sí. 

100 ·: 

80 

~ 
00 

~ ~ rD i ~r:i -- ~ rll: rf 
! ... .., 

~ ~ 

20 r, 

o ...... - - :...- :...- ....... ·- CJNG 

028 0.44 O.lle 0.72 0.87 1.14 1.21 1.211 1.51 lliZ!G 

o.o .... _ 

Gráfica 1. Porcentaje de células no gcmantes (NG) y gcmantes (G) a lo laigo de una cinética de 
crecimiento de la cepa silvestre, W303a. Cada muestra representa el promedio de 3 eventos 
independientes. Los valores en células por mililitro se pueden observar en la tabla 2. 

célulu/ mi Porw:enta;e• 

D.O IGlnen NG G NG G 

0.28 3.61X10' •5.64X10' 3.18X10' •3.16X10' 53 •8 •7 "5 

º·" 5.48 X1tl' •5.21 X1tl' •.12 X1tl' •3.87 X1tl' 57 •5 ~ •• 
0.56 728X10' ••.OOX1CT 5.,9X1cr t5.16 X10"' 57 •0 ~ •• 
o.n 9.39 X10' •3.88 X10' 7.~ X10' ••.12 X10' 55 •2 .s "2 

0.87 1.06X10' "7.64 X10' 8.32 X1tl' •3.~ X10' 56 •• .. "2 

1.14 1.33X10' t1.08X10"' 1.23 X10' •6.01 X10' 52 •• 48 "2 

1.21 1.35X10 •5.94X1tl' 1.20X10' •9.89X1tl' 53 "2 •7 •• 
1.28 1.59 X10' te.91 x1cr 1.42X10' t1.09X10"' 53 •3 •1 •• 
1.51 2.30X10' •1.80X10' 9.94 X1tl' •7.26 X1o" 70 •5 30 "2 

Tabla 3. Cantidad de celulas por mililitro de no gcmantcs (NG) y ganantcs (G) uí como lo1 
porcentajes correspondientes de la cepa silvestre, WJOJL Todos los valores incluya. la desviación 
estándar. 
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-··-·_':~:c.·~·,'·" 

3.8•7 

3.2•7 

2.8•7 

! 
217 .. 

~ 
1Ae7 
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0.28 0.44 o.ee 0.72 0.87 1.14 1.21 1.211 1'51 

o.o . ..,_ 

Grafica 2. Curva de a<cimicnto de la cepa W303a. En esta gráfica "" muestra la canlidal de células 
tolales por mililitro en las horas especificadas. TICltlpo de duplicación: 2.18 hn 

A través de una prueba de T se compararon las proporciones de células no gemantes y 

gemantes de cada punto de la cinética de crecimiento para detenninar si existía una diferencia 

entre ambos tipos celulares (ver anexo 2). A través de este análisis esradístico se demostró que 

solamente existe una diferencia significativa entre la proporción de células gemantes y no 

gemantes en dos puntos de la curva de crecimiento: en la muestra con una D.O 600 rvn de O. 72 

y durante la fase postdiáuxica (D.O ooo rvn 1.51). Los resulrados indican que, en general las 

proporciones de células gemantes y no gemantes son similares durante la fase exponencial. 

El estudio de la cinética de crecimiento de la cepa mutante JF337 mostró claramente 

que a lo latgo de toda la curva de crecimiento la población de células no gemantes fue mayor 

que la población con gema (ver gráfica 3 y rabia 4). Estos resulrados se confinnaron a través 

de una prueba pareada T (ver anexo 3). 

Al a:>mparar la proporción de células sin gema de todas las muestras a lo laigo de la 

, curva de C::cecimiento, a través del análisis de la prueba de Tukey HSD, se detetminó que no 

existe una 'dif~rencia significativa en la proporción de células no gemantes durante la fase 

exponencial; la cual osciló alrededor del 70 % de la población. Durante la fase postdiáuxica, 

esta proporción incrementa significativamente hasta el 90%. De forma análoga, la 
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proporción de células gemantes se mantuvo alrededor del 20% a lo largo de la curva de 

crecimiento, excepto en la fase postdiáuxica en la cual dismi,nuyó al t'o % de la población. 

80 

"" . 
i 
~ .. 40 

20 

o 
034 0,4 0.47 0.64 º" 

º·º-
o.n o.84 o.a1 1-54 

CJ NG 

E!ZI G 

Grilia 3. Porcentaje de célulu no gemantes (NG) y g<mantes (G) • lo largo de wt• cinética de 
crccimicnto de la cepa mutante JFJJ7. Cada muestra ~retenta el promedio de 3 eventos 
indcpcndien tcL Los valores en células por milititro pueden obRrVane en la tabla 3. 

n.o . .., c~lulaa /mi Pon:entaje. 

..... NG G NG G 

034 4,19X1lJ' t3,61 X1<r 1,54X1l1' t5,0JX1<r 73 •1 27 •1 
0,4 4,73 X111' t3,40 X10" 1-71 X111' •2,n X1lJ' 73 •5 27 .,4 

0,47 5,84 X1lJ' •4,04 X1l1' U6X1l1' t8,72 X10' n •5 23 •1 
0,54 6,93X1<r t2,70X1u- 2.14 X1CT ::1:5.29 X1u- 76 •3 24 •1 
0,6 6,115 X111' t5,25 X10" 2-78X1l1' t3,18X1l1' 72 •5 28 •3 

0,77 9,88 X1l1' t6,25 X1u- 2,72 X1l1' t3,01 X1tr 78 •5 22 -2 

0,84 1,12X10' t4,16X10" 21IO X111' tUlO X1lJ' 80 •3 20 •1 
0111 1,32X1D' t6,315X1l1' 3,08X1l1' "2.75X1l1' 81 •4 19 •2 
1,54 2.26X10' t1.84X1u- 1.!50X1l1' t5,63X1tr 9' t8 6 •2 

. " Tabla 4. Canudad de cclulas por mililitro de no gcmantcs {NG) y gcmantcs (G) as1 como Jos porcentajes 
corrc~pondicntcs de la cepa mutanteJF337. Todos Jos valorrs inclu~ la dC'Sviación estándar. 
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Gráfica 5. Cinética de c .. cimic:nto de la cepa JP337. En csla gráfica se mueslra la cantidad de células 
totales por mililitro en las horas especificadas. 'fiempo de duplicación: 3.5 hn 

Estos resulrados indican que el ciclo celular de la cepa mutante J F337 está alterado, lo 

que explica su lento crecimiento (Ver gráficas 2 y 5). Considerando que la formación de la 

gema ocurre justo después del punto de inicio (Murray el al., 1993), durante la fase G 1 y que la 

cepa mutante presenta caracteñsticas propias de la fase estacionaria: una alta termotolerancia, 

la presencia de una pared celular gruesa y una alta acumulación de glucógeno (Folch-Mallol el 

al., 1999) se plantearon dos modelos. El primero sostiene que la mayor pane de las células se 

arrestan en GO y solamente una pequeña cantidad de células se divide, permitiendo que las 

células posean un lento crecimiento y las caracteñsticas de fase estacionaria ya mencionadas. El 

segundo modelo plantea que todas las células tienen una fase G 1 más prolongada, durante la 

cual las células muestran algunas características similares a las de las células en fase estacionaria. 

Para dilucidar cuál de los dos modelos es correcto se llevó a cabo un estudio del ciclo 

cromosoma l. 

AmUisis del ciclo cromosoma! 

El estudio del ciclo cromosoma! puede facilitarse si las células tienen un ciclo celular 

sincronizado (Murray et al., 1993). Con esta finalidad se decidió utilizar la hormona de 

Tr¡irirc C'o~r J.!i) • ..,..i ·' ,t\ 
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;iparemnicnto, factor a, para arrestar a las células de la cepa mutante cdc2.5 - 21 QF337) en 

una etapa temprana de la fase G t. 

Dererminación del tiempo de anesro de los cultivos con facror a 

Para definir el tiempo de arresto se tomaron alícuotas a partir de cultivos en fase 

logaátmica, D. O. 600 nm 4.0 - 4. 5, que fueron arrestadas con 5 µg / mi de factor a. 

Posteriormente las muestras fueron fijadas y se determinó la cantidad de células con gema y sin 

gema en la cámara de Neubauer (ver materiales y métodos). 

A ·los 150 minutos de haber agregado Ja hormona de apareamiento a en la cepa silvestre 

W303a·:háy una mayor cantidad de células arrestadas en Gl, aproximadamente el 92%1 (ver 

gráfica 6 y tabla 5). El análisis de varianza, con un intervalo de confianza del 0.01 (ver anexo 4), 

indicó que la proporción de no gemantes a los 150 minutos y a los 120 minutos es diferente. 

En cambio, al comparar la muestra de 150 minutos con la muestra de 180 minutos se observó 

que a pesar del rápido incremento en la cantidad de células g<:1T1antes, del 3% al 12 "lo, este 

aumento no es significativo. Con base a estos resultados se defmió que el mejor tiempo de 

arresto para la cepa silvestre con 5 µJ / mi de factor a es de 150 minutos. 

En la cepa mutante JF337 la cantidad de células no gemantes aumentó rápidamente 

cuando se agregó la feromona de apareamiento (ver gráfica 7 y tabla 6). Sin embargo, la mayor 

proporción de células no gemantes, el 98%, se obtuvo hasta los 240 minutos de haber 

agregado la hormona de apareamiento. Cabe mencionar que el análisis de varianza indicó una 

diferencia significativa en la cantidad de no gemantes entre los 210 y los 240 minutos. En 

cambio, entre los 240 minutos y los 270 minutos, la disminución de no gemantes no fue 

significativa (ver anexo 5). Con base a estos resultados, se determinó que el mejor tiempo de 

arresto para la cepa la cepa mutante es de 240 minutos. 
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Gráfica 6. Porcentaje de células no gcmantcs (NG) y gemantes (G) a Jo largo de una cinética de arresto 
con factor a de Ja cepa silvestre W303a Los valores correspondientes a la cantid.d de céJulu por 
mililitro de gemantca y no ganan.tes ae encuentran en la tabla 4 
Cada muestra ttprescnta cJ promedio de 3 eftrtto• indepcndieotn. 

Tiempo ct!lulao /mi Pon:entajeo 

(minul08J NG G NG G 

o 5.4S X111' *4.08 X10" 5.27 X1tr •3.18 X111' 51 •• 49 •3 

90 1.48 X1cr *1.58 X1<r 5.85 X1<r •3.91 X11T 71 •B 29 •2 

105 1.114X10 •3.49X10' 3.77 XHl' •1.54 X1!l' 83 •18 17 *7 

120 2.32 X1cr •3.18 X1<T 3.05 X1<J' *8.50 X11T 88 •12 12 •2 

1!50 2.07 X10' •1.28 X1u- 1.80 X1u- •3.12 X11T 92 •8 e •1 
180 2.01 x1cr •1.62 x1<T 2.47 X11T •7.11 X11T 89 •7 11 •3 

Tabla S. Cantidad de cdulas por mililitro de no gcmantcs (NG) y ~antes (G), asa como b1 
porcentajes COlTCSpondicntcs. de la cepa silveslre ~'303a. Todos los valores incluyen la desviación 
estándar. 
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Tl•mpo (minutos) 

CJNG 

!ZilJG 

Gráfic• 7. Porcentaje de célulu no gcmantc1 (NG) y gcmmtn (G) a lo W¡¡o de una cinétic& de annlO 
con factor a de la mutante JF337. Loa valores co~spondicnlc• a la cuitid.d de célulu por mililitro de 
gcmanteo (G) yno l\"m&ntea (NG) oc cncuentnn en la tabla S. 
Cada muestra repretcnla cJ promedio de 3 eventos independientes. 

Tiempo célula•/ mi Pon:encajea 

(minulos) NG G NG G 

o 8.08X10' t!.111 X10' 2.48X10' t3.27 X1l1' 71 .. 211 •• 
60 8.76X1CI' t5.67 X1CT 1.54 X1<r t9. 10 X10' 85 •• 15 •1 

120 1.04X10' t4.10X10" 1.22 X10' t1.07 X10" 90 .. 10 •1 

150 9.83 X1CT t1.26 X1CT 1.311X1CT t2.50X1CT 88 •11 12 ., 
180 1.01 X10' t4.07 X10' 1.00X1<r t2.33X10" 91 •• 9 ., 
210 1.14X10' t5.81 X10" 6.56 X10" t1.71 X10" 115 ., 5 •1 

240 1.21X10 t2.31 X1CT 2.67 x1cr •S.67 X1<T 98 • 2 •1 

270 1.12 X10' t6.74 X10" 3.44 X10" t5.0ll X10" 97 ., 3 ti 

300 9.08 X1CT t1.18 X1CT 1.30X1CT •8.112 X1CT 87 •11 13 •1 

Tabla 6. Canudad de cclulas por mililitro de no ll"mantcs (NG) y l\"m&nteo (G), .., como y loo 
pon:cnlajcs corrcspondicn1cs. de la cepa mutante JF337. Todos los valores incluyen la desviación 
estándar. 

Una vez detenninado el tiempo adecuado de arresto del mayor número de células, 

tanto en la cep:i mutante como en la silvestre, se llevó a cabo el análisis del ciclo cromosoma! 

de ambas cepas. 
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Cuantificación del DNA en el cit6inetro de flujo 

El citómetro de !lujo consiste en un sistema que permite el paso de una sola célula a la 

vez a través de:·una>corrle~te que pa.;, a través de un fino tubo capilar. 1\I pasar una célula a 

través de un h~z d.;· luz pro~eniente de un láser, parte de la luz es absorbida por Ja célula, 

difractada, refmctada·o reflejada. La refracción y la reflexión de la luz permiten detenninar la 

estructura cel~l~r ;~~~~..;¡s que' Ja· dlf~cción permite definir el tamaño celular. Si previamente 
' . ..,'' e· .. • •'. 

las células son:teñidas con algún 'agente fluorescente como el yoduro de propidio capaz de 

intercalárse~~ cl DNA,el citómetrci de flujo cuantifica la cantidad de DNA de cada célula 
' ' , ... 

permitiendo el 'análisis del ciclo cromosomal de una muestra. 

El estudio del DNA a través del citómetro de flujo considera que la cantidad de 

DNA es directamente proporcional a la cantidad de fluorescencia por cada célula, pot lo que 

este aparato puede distinguir a las células haploides o en fase de transición GO / G 1 y a las 

diploides o en fase de transición G2/M, así como a las células en un estado de ploidía 

intermedio (en fase S). Sin embar:go, la fase S de las células de levadura del pan es dificil de 

detectar debido a su corta duración (Lew •tal., 1997), por lo que no se considero en este 

estudio. 

El estudio del ciclo cromosoma! se realizó a partir de cultivos sincronizados cuyas 

células se habían detenido en la fase G 1 por medio del factor a. y posterionnente fueron 

liberados del arresto. A través de un citómetro de flujo se examinó la proporción de células 

haploides o en la fase de tran~ición. GO/Gt así como la proporción de células en la etapa 

diploide o fase de transición M / G2 (véase materiales y métodos). 

Los resultados .del·· análisis en el citómetro de flujo .de· la cepa, silvestre, \V303 

indicaron que al rem~ver del medio· 1a hormona d~ apareami<!ilío disntin~ye' él porcenra;e de 

las células en fa~ de.transición GO/Gl (ver figura 1, tabla 7); Eri contraste; el porcentaje de 

las células en fu~ d~ transición M /G2 se incrementó. El punto en el é:ual la proporción de las 

células de ambas fases es aproximadamente el 50% se alcanzó a los 75 minutos. La cantidad 

de células en la fase de transición GO / Gl continuó disminuyendo hasta los 120 minutos, de 

manera recíproca, la máxima proporción de células en G2 / M se alcanzó a los 120 minutos, 

tiempo que corresponde al tiempo de duplicación. 
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En Ja cepa mutantcJP337 la proporción de células en la fase GO / GJ llegó al 90% 

debido a la adición deÍ factor a (ver figura 2, rablá · 8); La· propor~ión d~ células en la fase GO / 

Gl disminuyó a Un 50"1,• deSp~é.Sd~ Jds .180 min~tos de há~erl~vacl~ el factor a,,105 rnim1tos 

después que la cep~.~H¡~s¡~e;·::.: 
1
':.L'.' L. . ; ,. f >-¿ ,. :¿: '/, . ' 

·~:·; :.::·: _~- ·~ :;_:-:,· :,·:·:- ~ ... ·: ·" :::, -,;. -'·<:.i~\ :~ ~ ~~)·.· -~/.~~,-. .-~.'._,_~:}:~~~~'-:~~~-;:_~-;.·: ·.:~~"·_,/·;::::~~:-_:-.:.c.· '.~_L:·:;: ·:_~-~~:.~~~<.~_:{~;:1;::~~~,·t~<~ ·;. ~.) ~:.·.:··~- -: -;_ -: 
A. parti; lie los l80 n1in~t~s Ja. Q,,ntidád.'de'~él~lasdiploides'C!is'ffi¡nt;yó Y's?incrementó 

el nú~e~;~~.~~~l;i,B~4¡g~~:~{3~·~~.::~~,·~~·~::~~~~~~~~~~.(~~~~~~~~'.~f~·~le··~xi(no 
obtenido por las í:é!Úlas'en.Já fase G2!/ M des¡)iiés .. de Ja\.ar el f.ictor'a fue dei'SO%. En 

>·, . ,é,• >¡: \i.J'}{t\.:/~;'.r(,~·~·.:f·:·.5_:;_:~~-.. :J¡~,:~_-~::-\:-,:, __ .-:'.;t)t,>~--~:-; '·<>,~.) '. :;. . .... , .·· ·, .. :· ,· ·. . . 
contraste, la ce¡>~ sil~estiC' rueiíriz.ó hási:i el 6~º/• en G2 / M, a los 120 minutos. 

. . . A~:;qu~i:8~~~~~:G~~;;~~~·~; ~·ar=raron a todas las células en GI con fuctor ~ 
los resultados indicaron que' la cepa mutante pasa un mayor tiempo en la rase de transición GO 
1 ~(et~~ b ~ep~·~~§~'.:f .. ' ... ;r ~.. ~ 

Estcl~ re~t>icÍ~s aunados. a los datos obtenidos del análisis del ciclo citoplasmático, 

indican. la i!xistencia de una alteración en el delo celular que le confiere a la cepa mutante 

JF337 su r.motipo de crecimientO lento. 
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Figura 1, Análisis del DNA de la crpa silvestre W303L El pico de la izquierda 
rcpn:scnta a lu célulu en la fue GO/GI mientras que el pico de la de-1ta 
muestra a las células en fue G2/M 

l80mimto11 

T~mpo % No. dr cilul-

tminu•o•l GO/GI M/GZ 
CélUao aln wreatar 60:.t:16 40•4 

e.lula&- 84i20 16"3 

30" 74.t18 28U 

60" 83.t14 37<6 

75• 49:t11 51 t.7 

90" 40 •6 CIO t8 

105" ~·7 lleill 

1:10° 3H7 68"9 

160" 43i12 57:t8 .. 
Tabla 6. Cuantificación de la proporc1on de las cclulas haploidcs correspondientes a la fase GO/G 1 y las células 
diploides correspondientes a Ja fue M / G2 de la cepa silvestre. W303L Estos datos corresponden a los 
mostrados en la figunt J • 
.. Muestras liberadas del arresto 
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Figul'll 2. Análisis del DNA de !acepa mu1an1e aJ.-2S-21,JF337. El pico de la izquicida rq>it:senu a 
las células en la fase GO/G 1 mientras que el pico de la dem:ha muc:sll'll a las células en fase G2/M 
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Tiempo % No. Je céJulae 
(minuto•) GO/GI M/G2 

Cálufas •in wreatar 67 :1:13 34 •5 

Céluln.-rost- 90:1:19 10±2 

90' 92±19 8 •1 

120• 80:i:18 20±3 

135• 67 :i:14 33•4 

150' 59:i:13 41 ±5 

1115• 52:t.10 48±8 

100· 50•10 50±8 

195• 52•12 48±8 

210" 61 :i:16 39±5 

225• 48•8 52*9 

240" 68•18 32z4 

270" 67•16 33z4 

300" 59•13 41 ±5 

Tabla 8, Cuantificación de la proporción de las célulu haplo1dca correspondientes a la fase GO/Gl y las células 

diploidea correspondientes a la fue M/G2. Cepa mutante,JF337. Batos ~sultados corresponden a lc:>s mo1tndoa 

en la figura 2. 

* Muestras liberadas del arresto 

DISCUSIÓN 

Determinación de la frecuencia de reversión 

Considerando que el fenotipo de colonfa pequeña de la mulllnte cde2S - 21 puede 

revertir adquiriendo un tamaño de colonia similar al de la cepa silvestre (Casas, 1998) se 

realizó un análisis de la frecuencia de reversión de este fenotipo. 

En un estudio anterior, realizado por Casas - Flores (1998) ·se detenninó que la 

frecuencia de reversión de la cepa mutante ScIBT2, de la cual proviene la mutante ak2S-21, es 

de 7xl0"3 
, un porcentiije considerablemente mayor al fenómeno de reversión espontánea que 

ha sido reportado:· 1xw• a lxl0-6
• El análisis realizado por Casas fue un estudio cuantiralivo 

·de este fenómeno ~n cullivos en fase logarítmica, con una D.O """·""'entre 0.4·- 0.6 y en 

medio Yl'DA. Las colonias analizadas se obtuvieron con una asa microbiológica, lo cual no es 

una forma adecuada para .tomar muestras homogéneas, por lo que se decidió modificar la 

estrategia e~perimental. 
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En esté estudio se utilizaron colonhts completas crecidas a partir de una sola célula 

por medio de micromanipulación. Se analizó la tasa de reversión durante el crecimiento de 

cada colonia. Para esto; las colonias fueron recortadas del medio circundante a cada una de 

ellas resuspendiéndose en el menor volumen posible de agua destilada estéril. Las diluciones 

obtenidas a partir de estas muestras fueron plateadas por completo. Dado que se había 

observado una diferenchi en la cantidad de revertantes obtenida en medio mínimo y en medio 

YPDA, se decidió analizar este fenómeno en ambos medios con_ mayor prei:isión . 

. La frecuen~ia de. reversiórypbtcnida en YPDA, · presenta_ un comportamiento diferente 

en cada colonia. •Po; ~j~plo enmedio ric,; se presentafl ~ri~s CJeiitos de reversión con un 

~ª~~l~l~;f~]~~ro~~fª: 
. . .·;: .. ,r., ·.·:L;1J;:2j.,~1~.·.:;.:~: , .. ; ··· •• . .. . . . . . 

Los• resultados, del pr~f!'1t~ ~ba¡o sugieren que en medio solido el bempo el tiempo 

de d~pticiéiÓ~•'(¡~ 1~·~~~~JF~37;s'u~p~o más largo en medio mínimo pero no se duplica en 

relación al tiempo ~n YPoJ\;{,;'.11~ ~i íi~ cultivos liquidas. 

Valdría la pena repetir este experimento con más muestras y tener un mejor cuidado en 

la manipulación' de la cep~. ya que uno de los problemas presentes en este estudio fue la 

contaminación de las muestras. Además sería más correcto colectar las muestrds en tiempos 

equivalentes para ambos tipos de medio. 

Análisis del ciclo celular 

Como ya se ha mencionado, la mutante ak25·21 codifica una proteína Cdc25 

truncada a la.cual le faltan 612 aminoácidos en el extremo carboxilo terminal, donde reside el 

dominio catalítico. Entre otras.características, esta mutante presenta un tiempo de duplicación 
.. --_·.·--- ·.-.·:: --, .. , 

mayor qu·e hi cepa ·silvestre (Folch ·el al., 1999). Con base a estas observaciones se decidió 

analizar 'su dela" ~~lular para de~~rrniri~t"si •existe alguna alteración durante este proceso que 

explique la larg>i durnció·n· d~I ri~~~o d~ duplicación. Para ello se analizaron dos de los tres 
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ciclos · incluidos en el proceso de división celular de la levadum del p•m: el ciclo 

citoplasmático,. que consiste en la formación de la gema, y el ciclo cromosamal en el cual se 

duplican y se separan los cromosomas (Lcw ti al, 1997). 

Análisis del ciclo citoplasmático 

Al realizar el estudio del ciclo citoplasmático de la cepa mutante cdc2S -21 OF337) se 

observó que aproximadamente el 70"/o de las células se mantenían en un estado no gemante a 

lo largo de la curva de crecimiento. Mientras que la cepa silvestre presenta un porcentaje de 

células no gemantes del 50%. En ambas cepas la cantidad de células sin gema se incrementa 

en un 20% durante la fase postdiáuxica, alcanzando la cepa JF337 el 90% y la cepa W303a el 

70%. Estos resultados indican que la proporción de células mutantes en estado no gemante 

es mayor a lo largo de toda la curva del crecimiento que la de la cepa silvestre. 

Se han sugerido dos modelos para explicar el lento crecimiento de la cepa JF337 

considerando que la gema se forma después de pasar el punto de inicio (Munay ti al, 1993) y 

las características de rase estacionaria que presenta: una alta termotolerancia, una pared 

celular gruesa y una alta acumulación de glucógeno (Folch-Mallol ti al, 1999). El primero 

considera que una parte de la población se encuentra arrestada en GO, período en el cual no 

hay proliferación celular(Wemer - \Vashbume ti al, 1993). Esto implicaría que las células en la 

fase GO son las que le confieren a la cepa sus caracteñsticas de fase estacionaria; mientras que 

las células restantes siguen dividiéndose durante todo el ciclo de cultivo, lo que explicaría su 

crecimiento lento. El segundo modelo plantea que todas las células presentan un ciclo celular 

más largo ya que se arrestan en la fase GO / G 1,'lo que explica ria las características de fase 

estacionaria y el crecimiento lento de la cepa mutante. Con el objeto de dilucidar cuál de los 

dos modelos es correcto, se decidió analizar el. ciclo· cromo.somal de la cepa mutante y 

compararlo con el de la cepa silvestre. 

Análisis del ciclo cromosomal 

Para monitorear el ciclo celular de las cepas JF337 y W303a se decidió sincronizar los 

cultivos en la fase Gl, medfante la hormona de apareamiento denominada fuctora, la cual al 
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ser removida del medio de cultivo permite que las céiulas prosigan con el ciclo celular y se 

dividan simulttínCamente. 

Los re~ultados de las pruebas de arresto con~! fiict0r á' indic,;n que el ~ejor tiempo 
'.' . . . ;: ., : . : .... -::·····::·:,_:_:· ·:::·:;:\-.~;_).;./ __ .,>'·.'.~:: .. ~/'n"'.·.'.;·,·._,.~---"" ' . .'".---~ . r ... --: 

para la cepa silvestre (W303a) ~s de 150 ~nutosy para la cepa mutlnte a ~337) es' de 240 

::Tui~Sl?.i~~~~!~~~~~1ª~ii~~. 
solo puede a¿tuar'sobre ellá~ haita: que ~eSen a esta fase del cid6'é~l.;b~,·,después de 

hab~rse cumplid() un ci¿I~ dedúpÚcicióri. . .. . . . . . 

Una ·vez d~t~rn'iín'ádo el. tiempo de arresto se llevó a cabo el análisis del ciclo 

cromosómico. En ;e~te trabajo se pudo observar que las células crk2S - 21 presentan una fase 

.GO / G 1 .:nucho ;n,¡~ larga que la cepa W303a. Esto se pudo observar al compararlos tiempos 

en los cuales se alcanza .el 50 % en la fiase G2 / M. En el caso de la cepa silvestre fue a los 75 

minutos; mientras que en la mutante se alcanzó este punto a los 180 minutos. A pesar de que 

una pequeña cantidad de células no fue sincronizada con el fuctor a., se puede inferir que 

todas las células mutantes se arrestan en la fase GO /Gt. 

Para conseguir un 100 % de arresto en GO I G 1 se podña incrementar la 

concentmción de factor a. O bien, se puede utilizar una metodología de sincronización 

diferente y más eficiente, corno es el de elutriación, un método que consiste en la separación de 

las células por tamaño; aunque es un método que utiliza un aparato muy complejo y muy 

costoso (Fantes el aL, 1993). 

Los resultados de los estudios del ciclo citoplasrnático y del cromosomal de la cepa 

mutante cde2S-21,JF337 mostraron que existe una alteración en el ciclo celular de esta cepa ya 

que presenta una rase GO /G 1 más larga. Suponemos que este trastorno del ciclo celular puede 

deberse a que la alteración del gen CDC2S repercute en el funcionamiento de la vía Ras -

cAMP (Broek el aL, 1987; Lai el aL, 1993}, y a su vez sobre la traducción de las ciclinas de la 

litse G 1 (Pedruzzi el aL, 2002), las cuales junto con Cdc28 penniten el paso a través del punto 

de inicio (H ubler et aL, 1993). 
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En estudios posteriores se demostró que todas las células cdc25 -21 tienen una fose 

G 1 más larga que la normal pero no entran en GO durante la fose exponencial (Folch d al, 

1999). Con el objeto de determinar si todas las células se arrestan o no, se determinó el tiempo 

de duplicación a partir de células individuales no gemantes de cultivos en fase exponencial y 

en fase estacionaria. Todas las células, separadas a través de un micromanipulador, gemaron 

4 horas después de la disección. Esto indica que todas las células se arrestan en GO /.Gl. 

Para definir en cuál fase se arrestan las células, GO o Gl, la mutante etfc2.S -21 fue 

cruzada con la mutantegaf, que muestra un fenotipo condicional de no proliferación a 14ºC si 

las células han entrado previamente a la fase estacionaria. Sin embaigo, cuando es transferida 

durante la fase exponencial de 25ºC a 14ºC continúa con su crecimiento. AJ evaluar el 

fenotipo de la doble mutante hsr2 .!!fSf después de crecerla a 25°C y cambiarla a 14ºC durante 

las fase exponencial se observó que la doble mutante no podía crecer. Estos resultados 

descartan la posibilidad de un arresto en GO, señalando que la cepa ak25 -21 se arresla en la 

fase G 1 (Folch ti al, 1999). 
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CONCLUSIONES 

• EL CICLO CELULAR DE LA CEPA cdc25-21,JF331, ESTÁ ALTERADO A 
NIVEL DEL CICLO CITO PLASMÁTICO Y DEL CICLO CROMOSOMAL, 
YA QUE PRESENTA UNA FASE GO / GI MÁS LARGA. 

• EN ESTA INVESTIGACIÓN NO SE PUDO DETERMINAR SI TODAS LAS 
CÉLULAS SE ARRESTAN EN LA FASE GO / GI. O BIEN, SI TODAS LAS 
CÉLULAS SE ENCUENTRAN EN GO 

• LA FRECUENCIA DE REVERSIÓN EN LA CEPA cdc25-21,JF3J1, NO 
HA SIDO BIEN DETERMINADA. 
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ANEXO! 

Ajuste de los deleclores y amplificadores del voltaje para el cilómeuo de flujo 

PI FSC EOO 
P2 ssc 429 
P3 TLI 665 
p.¡ rL2 600 ------P5-· rL3 623 
P6 FL2-A 
P7 LL2-W 

Valores de compensación para el ci1ómetro de flujo 

FLJ 1.4% 
_______ rL2 33% 

FL2 0.0% 
FL3 0.0°A. 

TESTS COW 
FALLA LiE ORIGEN 

267 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 
1.00 

FL2 
FLI 
FL3 
FL2 

!in 
!in 
lin 
lo<> 
lin 
lin 
lin 
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ANEX02 

Análisis de va rianza de la cepa W303a a lo largo de la cinética del crecimien10 

Tiempo 
(hora•) 

6 
8 

D.O 
600n 

Nogcmanlca 

Cantidad Je 
muc•lra• Media (min-max) 

1.1 4,__ __ __,3,__ ___ ~5~1~.9~8~±~3~.2~5<._ _ __:4~8~.7~4~-~5~5~.2~3,___ 

1.2 6,__ __ __,3,__ ___ ~5~2~.8~4~±~3~.3~0,__ __ 4~9~.5~3~-~56~.1~4~ 
__ 7 ____ J~~ 3 

3 1 0.28 
4 0.72 
5 0.87 
2 0.44 
3 0.56 
9 1.51 

Tiempo o.o. 
(horu) 600n m 

9 1.51 
3 0.56 
2 0.44 
5 0.87 
4 0.72 
1 0.28 
7 1.21 
8 1.28 

53.19 ±2.33 
3 55.49 ±0.68 
3 56.10 ±1.32 
3 56.98 ±1.69 
3 57.02 ±2.37 
3 69.77 ±229 

Gcmanlc• 

Cantidad de 
mucHnu 

3 
3 
3 

3 

3 
3 

3 
3 

Media 
30.23 ±229 
42.98 ±2.37 

43.02 ±1.89 
43.90 ±1.32 
44.51 ±0.68 
46.81 ±2.33 
47.10 ±1.52 
47.16 ±3.30 

50.88 - 55.52 
54.82. 56.17 

54.78-57.42 
55.29 - 58.66 
54.65. 59.39 
67.48. 72.07 

(min-max) 

27.93-32.52 
40.60. 45.35 

41.34 ·44.71 
42.58 -45.22 
43.83-45.18 
44.48 -49.14 
45.58 -48.62 
43.88. 50.47 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

6 1.14 
En ambas tablas, 1 

1 1 1 1 11 1 3 48.02 ±3.25 44.77 -51.26 

ellas a través de las 
as muestras fueron ordenadas con base a su media para poder observar lu si:militudcs entre 
líneas colocadas en Ja parte dcrrcha <le la tabla, pana dctcnninar si existe o no una diferencia 

Das. significativa entre e 

PruebadeT p areada de la cepa W303a a lo largo de la cinética del crecimien10 

D.O~-

0.28 
0.44 
0.56 
0.72 

__QE_ __ 

1.14 
1.21 

-~-
1.51 

0.1 
O.O 
o.o 
o.o 

4101898 

1896!1l~ 

3600589 
0502667 

._Q,_O 1526395 
0131804 
8041661 
7544215 
04450411-

0.4 
O.O 
0.2 
0:-o 

Con un intervalo de confianza del 99% para dctcnninar si existe alguna diferencia 
entre la propon::ión de gemanres y no gcmantcs en cada punto de la curva dcJ 
crecimiento de la cepa W.30Ja. Cuando p < 0.01 la diferencia es signir.cativa. Jos 
valores marcados con negtilas muestra los valorrs menores a 0.01. 
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ANEXOJ 

Análisis de varianza de la cepa JF337 a lo largo de la cinélica del crecimiento 

Nugcman1e11 

Tiempo D.O. Canlidad de 
(hora•) 600nm muc•rn&• Media (min-max) 

5 0.6 3 71.54 ±3.76 67.78-75.30 

0.34 3 73.09 :t0.49 72.60 - 73.57 

2 0.4 3 73.47 ±4.27 69.20-77.74 
4 0.54 3 78.39 :t0.47 75.92- 76.86 

3 0.47 3 76.82 :t0.87 75.95-n.69 
6 0.77 3 78.39 ±2.94 75.44 - 81.33 
7 0.84 3 80.01 ±1.10 78.91-81.10 
8 0.91 3 81.11 ±1.09 80.03 - 82.20 
9 1.54 3 93.85 ±1.85 92.01 - 95.70 

Gcman•c• 

Tiempo D.O. Cantidad de 
(hom) 600nm muc111ru 

9 1.54 3 
8 0.91 3 
7 0.84 3 
6 0.77 3 

4 0.54 3 
2 0.4 3 

0.34 3 
5 0.6 3 

Media (min..max) 

6.15 ±1.85 4.30-7.99 
18.89 ±1.09 17.80-19.97 
19.99 ±1.10 18.90-21.08 
21.81 ±2.94 18.67 -24.55 
23.18 :tO.!!L_ __ ~.31-24 . .0A._ 
23.61 :t0.47 23.14 -24.07 
26.53 ±4.27 22.26 - 30. 79 
26.91 :t0.49 26.43 - 27.40 
28.46 :t3.76 24. 70 - 32.21 

1 
1 
1 
1 
1 
1 1 1 1 1 

En ambas rabias, las muestras fueron onJcnadas con base a su media para podrr observar las similitudes entre 
ellas a través de las lineas colocadas en la par1c derecha de la tabla~ para dctcmUnar si existe o no una diferencia 
significativa entre ellas. 

Prueba de T pareada de la cepa JF337 a lo lar¡:o de la cinética del crecimiento 

º·º---
0.34 
0.40 
0.47 
0.54 
0.60 
0.77 
0.84 

_Q,,!!1__ 
1.54 

p 
0.00014922 
0.01083919 
0.0003411115 

0.00010517 
0.009997911 
0.003587111 
0.00044423 
0.00040779 
0.00059124 

Con un intervalo de confianza del 99% para determinar si existe alguna 
diferencia entre la proporción de gcrnantcs y no gcrnantcs en cada punto 
de la cuiva del crecimic:nro de la cepajl'337. Cuando p < 0.01 ladifen:nda 
es significativa. los valores marcados con negritas muestra los valores 
menores a 0.01. 
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ANEX04 

Análisis de varianza de la cepa W303a en una curva de arresto con hormona de 

apareamiento 

Nogcman1ca 

~ficmpo Cantidad de 
(minutoe) mucatru Media (min .. mu) 

o 3 50.82 ±3.04 47.78 - 53.86 
90 3 71.19 ±3.45 67.74 - 74.64 
105 3 83.49 ±4.28 79.21 -87.77 
120 3 88.36 ±2.16 86.20- 90.51 
180 3 89.17 ±2.38 86.79-91.55 1 
150 3 91.97 ±1.42 90.56-93.39 1 

Lu muestra fueron ordenadas con bue a su media para poder obacrvar lu similitudes entre ellas a través de lu 
líneas colocadas en la parte derecha de la tabla. Para dctenninar si existe o no una diferencia significativa cntn: 
ellas. 

ANEXOS 

An1Uisia de varianza de la cepaJF337 en una curva de arttuo con hormona de 
apareamiento 

Nogcmantca 

Tiempo Cantidad de 
(minut<M1) mue•tra• Mcdia (mio.mu) 

o 3 71.23 ±3.38 67.85 - 74.61 
60 3 85.06 ±0.63 84.43 - 85.68 
300 3 87.34 ±0.50 85.39 - 89.29 
150 3 87.49 ±2.91 84.58 - 90.40 
120 3 89.53 ±1.58 89.03 - 90.02 
180 3 91.01 ±1.32 89.42 - 92.59 
210 3 94.57 ±0.49 93.24 - 95.89 
270 3 97.02 ±0.32 96.70 - 97.34 1 
240 3 97.84 ±1.95 97.35-98.34 1 

Las muestras fueron ordenadas con base a su media para poder observar las similitudes entre ellas a través de las 
tincas colocadas en la parte derecha de la tabla. Para dctcnninar si existe o no Wl• difer~ncla significativa entre 
ellas. 
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ANEX06 

Análisis esladístico de la frecuencia de reversión en medio YPDA y medio mínimo 

-fi'i-ie-m-po YPDA Medio mínimo 

(horas) N media N Media p V 

30 2 157 •7 4413 •6170 0,43219Q38 
42~-1-~3~-1-~~3-2-45~~~~~-.~1=1145~~--1~~2~-1-~1~oeo~~~~~.1~50~~-1-~o~,208"'"°1882""'~8~~-3~--i 
48 3 7 570 •4 473 3 12- *9 758 0,272470ll!5 
n 3 =oro •117793 3 204300 

En esta tabla se puede obscavar la cantidMI de rq>eticioncs (N) analizadas por cilla mucarra y la media de cada 
muestra. Además se puede observar los resultados de pruebas de T con (v) gndos de libcrbd 1 para mucstns 
independientes realizada para comparar el crecimiento en lu muestras tanto en medio YPDA como en medio 
mínimo y diX"cmir si existe una diferencia entre ellas o no en cada lapso de tiempo de crecimintto. Pan dJo se 
especificó como hipótesis nula que las medias de ambas muestras '°" iguales. En contnute1 ac estableció como 
hipótesis altemativ& que 1u medias son diferentes. La hipótesi. nula ac cumple si p > = a. o 1C rechaza si p < a. 
siendo a =O.OS. 
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